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Abb. 1
Schematische Darstellung eines Querschnitts der Cochlea.
A. Querschnitt durch eine Cochlea auf der Ebene des Modiolus.
Es sind 2 1/2 Windungen zu erkennen. B: In diesem Ausschnitt
einer basalen Windung sind die 3 Flssigkeitsrume zu erkennen,
in die die einzelnen Windungen unterteilt sind. C: Der
vergr§erte Ausschnitt des neurosensorischen Epithels zeigt die
Haarzellen und die Sttzzellen im Detail (Modifiziert nach Ross,
Reith und Romrell; The Ear in Histology, A Text and Atlas).
1. Einleitung
1.1. Aufbau und Funktion des Innenohres
Das Innenohr der
Sugetiere umfasst das
Vestibularorgan, mit dem
die Orientierung im Raum
wahrgenommen wird, und
die Cochlea, das Hrorgan
(Abb.Ê1A, Ross, 1989).
Der Schneckengang der
Cochlea windet sich spi-
ralig um die kncherne
Schneckenspindel
(Modiolus). Seine Lnge ist
bei verschiedenen Tier-
gattungen unterschiedlich;
beim Menschen variiert sie
zwischen 29 und 42Êmm in
21/2 Windungen und beim
Meerschweinchen betrgt
sie ca. 21Êmm, die sich auf
41/2 Windungen verteilen.
Der Schneckengang wird
durch die Reissnersche
Membran und die Basi-
larmembran in 3 Flssig-
keitsrume unterteilt (Abb.Ê1B). In den zwei Flssigkeitsrumen der Scala vestibuli und der
Scala tympani befindet sich Perilymphe, die reich an Natriumionen (Å 140ÊmM) und arm an
Kaliumionen ist (Å 5ÊmM; Wangemann, 1996). Im Gegensatz dazu ist die Endolymphe, die
sich in der Scala media befindet, arm an Natriumionen (Å 1ÊmM) und reich an Kaliumionen
4(ÅÊ150ÊmM), so dass ein chemischer Gradient ber den Membranen der Cochlea besteht
(Wangemann, 1996). Die laterale Wand (Ligamentum spirale laterale) mit der Stria
vascularis hat die hchste Stoffwechselrate im Innenohr, da sie die Zusammensetzung der
Endolymphe kontrolliert und somit den Ionengradienten aufrecht erhlt (Wangemann,
1996). Auf der Basilarmembran sitzt das neurosensorische Epithel (welches auch als
Cortisches Organ bezeichnet wird, nach dem Erstbeschreiber Alfons Corti 1851), das den
eigentlichen Rezeptorapparat des Hrorgans darstellt. Es besteht aus den Sinneszellen, den
inneren und u§eren Haarzellen, und den sie umgebenden Sttzzellen, wie Hensen-Zellen
und Deiters-Zellen (Abb.Ê1C). Die u§eren Haarzellen haben eine zylindrische Zellform, die
inneren Haarzellen hingegen eine ovale. Der Kern beider Haarzelltypen ist rund und liegt
basal im Zellkrper. Auf der apikalen Seite der Haarzellen sitzen die Stereocilien, die in die
Endolymphe ragen, wohingegen der Zellkrper der Haarzellen von der Perilymphe umsplt
ist. Die Deiters-Zellen befinden sich unterhalb der u§eren Haarzellen. Sie haben Auslufer,
die hoch bis zu den Apikalplatten der u§eren Haarzellen ragen. Die Apikalplatten der
u§eren Haarzellen und die Auslufer der Deiters-Zellen sind durch so genannte ãtight
junctionsÒ verbunden und bilden zusammen mit den anderen Sttzzellen die Lamina
retikularis, die Grenzschicht zwischen der Endolymphe und der Perilymphe (Abb. 2). Die
Hensen-Zellen liegen au§en neben den Deiters-Zellen und den u§eren Haarzellen
(Abb.Ê1C). Sie sind besonders in den apikalen Windungen mit gro§en Lipidtrpfchen
gefllt.
Beim Hrvorgang sind die Aufgaben der Haarzellen unterschiedlich verteilt. Die
inneren Haarzellen stellen die eigentlichen Rezeptorzellen dar, von denen mehr als 90 % der
afferenten, ableitenden Nervenfasern der Cochlea zum Gehirn ziehen (Puel, 1995). Sie
beantworten einen akustischen Reiz, d.h. eine Schallwelle, die die Stereocilien der Zellen
bewegt, mit einem Rezeptorpotenzial und geben dieses ber Synapsen an die Nervenzellen
weiter (Puel, 1995). Die u§eren Haarzellen dagegen haben beim Hrvorgang die Aufgabe,
die Schallwellen zu verstrken (Zenner, 1986; Dallos und Corey, 1991). Auch sie wandeln
den eintreffenden Reiz (eine Schallwelle) in ein Rezeptorpotenzial um, auf das sie dann mit
Kontraktionen antworten. u§ere Haarzellen sind hauptschlich mit Nervenenden
verknpft, die ihre Reaktionen regulieren (efferente Nerven). Nur etwa 10 % der afferenten
Nerven der Cochlea ziehen von den u§eren Haarzellen zum Gehirn (Puel, 1995). Die
verschiedenen Frequenzen eines Tons werden dabei rumlich getrennt in verschiedenen
Windungen der Cochlea rezipiert (Evans, 1992). An der Basis der Cochlea sind die
Haarzellen und auch die Sttzzellen kleiner und flacher, so dass Tne hoher Frequenz
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Abb.2
Schematische Darstellung der komplexen Beziehungen zwischen den Haarzellen und den
Sttzzellen. Die inneren und u§eren Haarzellen sind durch die Pfeilerzellen getrennt. Die
u§eren Haarzellen sitzen nicht auf der Basilarmembran, sondern auf den Deiters-Zellen. Am
oberen Ende sind die u§eren Haarzellen voneinander durch die Auslufer der Deiters-Zellen
getrennt, die zur Lamina retikularis hochziehen. Innerhalb der u§eren Haarzellen sind die
Mitochondrien hufig in der Nhe der Plasmamembran zu finden. Direkt unterhalb der
Plasmamembran der u§eren Haarzellen befinden sich Kanle, die als submembranses
Zisternensystem zusammengefasst werden. (Abbildung verndert nach Dallos, Popper und Fay;
The Cochlea, 1996, Details nach Spicer et al. 1998).
detektiert werden knnen. Im Apex, also in der oberen Windung, sind die Zellen gr§er, so
dass das gesamte Organ ein gr§eres Volumen hat. Hier werden die tiefen Tne rezipiert.
Diese verschiedenen physiologischen Funktionen spiegeln sich auch im Stoffwechsel der
u§eren Haarzellen wider, der Unterschiede zwischen Basis und Apex beim
Sauerstoffverbrauch, Proteinumsatz und der Proteinregulation aufweist (Meyer zum
Gottesberge, 1965; Niedzielski und Schacht, 1991).
Fr das Rezeptorpotenzial nutzen beide Haarzelltypen den Kaliumgradienten
zwischen der Endolymphe (oberhalb des Zellkrpers, in die nur die Stereocilien ragen) und
der Perilymphe (die den Zellkrper umsplt). Durch den mechanischen Reiz der Stereocilien
werden Kaliumkanle geffnet, was bei den u§eren Haarzellen zu einem sekundren
6Einstrom von Kalzium (Ca2+) durch spannungsabhngige Kalziumkanle fhrt (Ikeda et al.,
1994; Jaramillo, 1995). ber Calmodulin, an das Ca2+ gebunden ist, wird dann das
Cytoskelett aktiviert, so dass eine Kontraktion der Zelle stattfindet (Jaramillo, 1995). Auf
diese Weise wird die Schallwelle in den Flssigkeitsrumen des Innenohrs verstrkt und
geschrft. Die Haarzellen, insbesondere die u§eren Haarzellen, besitzen daher eine Vielzahl
von Ionenkanlen, die die Ionenhomostase und den pH-Wert der Zellen regulieren (Ikeda
et al., 1994). Wie fr alle Zellen ist auch fr die Haarzellen die Ionenhomostase von gro§er
Bedeutung, wobei unter Ionenhomostase die Regulation der Konzentrationen der Alkali-
und Erdalkalimetallionen Na+, K+, Ca2+ und Mg2+ sowie die der Anionen wie Cl- verstanden
wird. Ca2 +  spielt dabei eine besondere Rolle, da die extrazellulre
Kalziumionenkonzentration etwa 10Ê000 fach hher ist als die in den Zellen (Wangemann,
1996). Ca2+ bildet mit einigen zellulren Anionen (z.B. Phosphaten und Oxalaten)
schwerlsliche Salze, deren Konzentration sehr leicht das Lslichkeitsprodukt berschreiten
und dann ungewnschte Kristalle bilden knnen (Kaim und Schwederski, 1995). Im
zellulren Gefge dient Ca2+ besonders hufig der Regulation enzymatischer Reaktionen
(z.B. im Zusammenhang mit Calmodulin) oder als Second Messenger, so dass die
intrazellulre Konzentration streng geregelt wird (Kaim und Schwederski, 1995). Die
Kalziumhomostase der u§eren Haarzellen wird nicht nur durch die Kalziumkanle der
Plasmamembran, sondern auch durch intrazellulre Ca2+-Speicher, wie z.B. Mitochondrien,
endoplasmatisches Reticulum und das submembranse Zisternensystem, reguliert (Abb. 2;
Ikeda et al., 1994; Spicer et al., 1998). Im Bereich des Letzteren liegen viele Mitochondrien,
die auch die Energie fr die Regulation der Ionenhomostase liefern. Der
Sauerstoffverbrauch des Cortischen Organs liegt zwar unter dem der Stria vascularis,
trotzdem gewinnen die Haarzellen ihre Energie vorwiegend ber den oxidativen Abbau von
Glucose und damit unter ma§geblicher Beteiligung der Mitochondrien (Puschner und
Schacht, 1997).
1.2. Reaktive Sauerstoffspezies und Erkrankungen des Innenohres
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind Nebenprodukte des aeroben Stoffwechsels
aller Lebewesen (Halliwell und Gutteridge, 1999). Neben einigen Enzymen, wie der
Xanthin-Oxidase und der NADPH-Oxidase, sind die Proteine der Atmungskette in den
Mitochondrien eine der Hauptquellen fr ROS (Halliwell und Gutteridge, 1999). Durch
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Der Eisenstoffwechsel der Zelle (bersicht). Das durch Endozytose (ber Transferrin und
Transferrinrezeptoren) in die Zelle aufgenommene Eisen (rot) durchluft einen bergangspool
chelatisierbaren Eisens, der sich auf verschiedene Kompartimente verteilt und von dem aus der
Einbau des Eisens in Speicher- (z.B. Ferritin) und Funktionsproteine (z.B. Hm in den
Mitochondrien) erfolgt.
Fehlbertragungen von einzelnen Elektronen auf molekularen Sauerstoff (O2) entstehen
Superoxidradikal-Anionen (O2
.-) ,  die spontan oder enzymatisch katalysiert zu
Wasserstoffperoxid (H2O2) dismutieren (Symonds und Gutteridge, 1998). H2O2, das auch
direkt von einigen Enzymen gebildet werden kann, ist eines der wenigen
membranpermeablen ROS (Halliwell et al., 2000). H2O2 selber ist fr die meisten
Biomolekle ein relativ schwaches Oxidationsmittel und reagiert nur mit wenigen
Moleklen direkt. In Anwesenheit von bergangsmetallionen, wie z. B. FeII, allerdings
reagiert es schnell zu dem sehr reaktiven Hydroxylradikal (¥OH) ab (Fenton Reaktion;
Halliwell et al., 2000).
Ein Gro§teil der intrazellulren Hydroxylradikal-Bildung wird auf eisenkatalysierte
Prozesse zurckgefhrt, so dass die Regulation des Eisenstoffwechsels eine wichtige Rolle
spielt (Herbert et al., 1994). Der Gro§teil der durch rezeptorvermittelte Endozytose
aufgenommenen Eisenionen wird umgehend in Speicherproteine wie Ferritin eingebaut
(Aisen et al., 1999). Somit liegt nur ein Bruchteil des zellulren Eisens als chelatisierbares
oder redox-aktives Eisen (chelatable iron pool; CIP), relativ schwach gebunden an
niedermolekulare zellulre Bestandteile, wie ATP, aber auch Membran- und DNA-
assoziiert, vor (Abb. 3; Pollack und Campana, 1981; Petrat et al., 2001). Dieser Eisenpool ist
zugnglich fr Eisenchelatoren wie 2,2«-Dipyridyl (2,2«-DPD; Rothman et al., 1992; Breuer
8et al., 1995; Petrat et al., 1999) und ist ma§geblich an der Bildung reaktiver Spezies, wie
z.B. ¥OH und Ferryl-Spezies, beteiligt (de Groot, 1994; Halliwell und Gutteridge, 1999). Der
Eisenstoffwechsel des Innenohres ist nahezu unerforscht, aber Untersuchungen an Ratten,
die mit einer eisenarmen Dit ernhrt wurden, zeigten, dass diese Ernhrung zu
Funktionsstrungen des Innenohres fhrt (Sun et al., 1987a; Sun et al., 1987b). Diese
Funktionsstrungen werden auf den Verlust an Enzymaktivitt, insbesondere der Enzyme
der Atmungskette, die Eisenionen im aktiven Zentrum besitzen, zurckgefhrt (Sun et al.,
1990). Somit darf auch fr die Haarzellen, wie fr alle bisher untersuchten Zellen, ein
zellulrer Eisenpool postuliert werden, der zur Synthese eisenhaltiger Proteine genutzt wird
und an der Generierung von ROS wie dem ¥OH beteiligt ist. Das Hydroxylradikal reagiert
praktisch mit allen Biomoleklen, hat aufgrund seiner hohen Reaktivitt allerdings nur eine
sehr kurze Halbwertszeit (Symonds und Gutteridge, 1998). Um eine massive Schdigung
zellulrer Makromolekle durch ROS zu verhindern, sind Zellen mit einer Vielzahl an
enzymatischen (Superoxid-Dismutase, Katalase, Glutathion-Peroxidase u. a.) und nicht
enzymatischen Antioxidantien (Vitamin C, Vitamin E, Glutathion u. a.) ausgestattet, die
ROS ãabfangenÒ und damit unschdlich machen (z.B. de Groot, 1994; Halliwell und
Gutteridge, 1999; Mates, 2000). Einige dieser Antioxidantien, wie Vitamin C, Glutathion
(GSH) oder Superoxid-Dismutase (SOD), sind auch im Innenohr nachgewiesen worden
(Weidauer, 1969; Pierson und Gray, 1982; el Barbary et al., 1993; Lai et al., 1996; Rarey
und Yao, 1996; Usami et al., 1996).
Kommt es in einer Zelle zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen der
ROS-Bildung und ihrer ãEntfernungÒ durch das antioxidative Abwehrsystem, knnen ROS
oder Toxine konzentrationsabhngig eine Nekrose oder Apoptose in Zellen auslsen
(Hickman und Boyle, 1997; Raffray und Cohen, 1997). Hohe Konzentrationen an ROS
fhren meist zu einem nekrotischen Zelltod, der durch einen massiven Schaden der
zellulren Makromolekle charakterisiert ist. Dazu gehrt die Oxidation von
Membranlipiden durch ¥OH mit einer nachfolgenden Kettenreaktion (Lipidperoxidation),
durch die es zur Lipidzerstrung, zur Schdigung von Membranproteinen und letztendlich
zur Zerstrung von Zell- und Organellmembranen kommt (Gutteridge, 1995). Aus dieser
Schdigung resultiert eine fortschreitende Dysfunktion der Ionenhomostase der Zellen und
ein Verlust der mitochondrialen Atmung, wodurch der ATP-Spiegel der Zellen absinkt, und
letztendlich der Zelltod ausgelst wird (Buja et al., 1993; Raffray und Cohen, 1997). Auch
andere Proteine knnen durch Oxidation ihrer Aminosuren zerstrt oder deaktiviert werden
(Halliwell und Gutteridge, 1999). Insbesondere Enzyme mit Thiolgruppen im aktiven
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Schema des mitochondrialen Permeabilittsbergangs (MPT). Cytochrom c und der Apoptose
induzierende Faktor (AIF) sind in intakten Mitochondrien im Intermembranraum lokalisiert. Der
allgemeinen Vorstellung entsprechend wird whrend der MPT die mitochondriale
Permeabilittspore geffnet, so dass aufgrund des osmotischen Geflles zwischen Matrix und
Cytosol Wasser in die Matrix eindringen kann. Dadurch schwillt das gesamte Mitochondrium an,
die u§ere Membran platzt und Cytochrom c und AIF knnen ins Cytosol diffundieren, wo sie,
z.B. durch Aktivierung der Caspasenkaskade, Apoptose auslsen knnen.
Zentrum sind davon betroffen (Reed, 1990; Halliwell und Gutteridge, 1999). Darber hinaus
knnen ROS auch DNA-Basen oder deren Zucker oxidieren, so dass Nukleotide zerstrt
werden (Henle und Linn, 1997; Linn, 1998). In den meisten Zellen findet whrend der
Schdigung durch ROS eine Kombination dieser Einzelschdigungen statt, die dann
letztendlich zum Zelltod fhren (de Groot, 1994).
Im Unterschied zur nekrotischen Zellschdigung knnen moderate Konzentrationen
an reaktiven Spezies oder Toxinen auf verschiedenen Wegen den apoptotischen
Zelltodprozess aktivieren. Morphologisch wird eine Apoptose an der Kondensation und
Fragmentation des Chromatins und der Bildung von ãApoptotic BodiesÒ
(membranumschlossene Anteile des Cytosols, die auch DNA-Fragmente und Mitochondrien
enthalten knnen) identifiziert (Buja et al., 1993; Raffray und Cohen, 1997). Whrend der
Apoptose werden Cysteinproteasen (Caspasen), die fr viele der morphologischen
Vernderungen verantwortlich gemacht werden, aktiviert (Budihardjo et al., 1999).
Zwischen Nekrose auf der einen Seite und Apoptose auf der anderen Seite gibt es eine
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Vielzahl von Mischformen der Zelltodmechanismen und verschiedene Mediatoren (Ca2+,
¥OH, Thiolgruppen) spielen sowohl bei einer Apoptose als auch bei einer Nekrose eine Rolle
(Raffray und Cohen, 1997; Nicotera und Orrenius, 1998). Mitochondrien, als hauptschliche
ATP-Lieferanten und ROS-Produzenten, knnen sowohl bei einer Nekrose als auch bei
einer Apoptose eine entscheidende Rolle spielen (Thress et al., 1999). Bei einem
hochgradigen Verlust von ATP scheint eher Nekrose stattzufinden, bei moderatem Verlust
von ATP dagegen wird Apoptose ausgelst (Lemasters et al., 1999a; Nicotera et al., 1999).
Eine besondere Bedeutung scheint dabei der mitochondriale Permeabilittsbergang (MPT)
zu haben, der zunchst mit Nekrose in Verbindung gebracht wurde, da die Mitochondrien
dabei zerstrt werden, was zu einem massiven Verlust an ATP fhren kann (Lemasters et
al., 1999a). Das verbreitetste Modell zur MPT geht davon aus, dass eine durch Cyclosporin
A (CsA) inhibierbare Pore in der inneren Membran geffnet wird, was zur Schwellung des
gesamten Mitochondriums und schlie§lich zu einer Zerstrung der u§eren mitochondrialen
Membran fhrt (Abb. 4; Bernardi et al., 1994). Die genaue Beschaffendheit der Pore und die
aktivierenden und deaktivierenden Faktoren der MPT sind noch nicht genau charakterisiert
(Lemasters et al., 1999a; Thress et al., 1999). Da durch die Zerstrung der u§eren
Mitochondrienmembran Cytochrom c und der ãApoptosis Inducing FactorÒ (AIF) aus dem
mitochondrialen Intermembranraum ins Cytosol entlassen werden und dort u. a. die
Caspasenkaskade aktivieren knnen (Kroemer und Reed, 2000), wird eine Beteiligung der
MPT auch an einigen Apoptoseformen angenommen.
Fr zahlreiche klinisch relevante Innenohrerkrankungen gibt es Hinweise auf eine
pathogene Beteiligung von ROS. Eine hufige pathogene Erscheinung ist der Hrsturz, fr
den es verschiedene Erklrungshypothesen gibt (Jahnke, 1993). Als mgliche Ursache wird
eine mangelnde Durchblutung mit einer nachfolgenden Ischmie-Reperfusionsschdigung
angenommen (Jahnke, 1993). Innenohrschden durch Hypoxie und anschlie§ender
Reoxygenierung knnen durch Antioxidantien gemildert werden (Seidman und Quirk, 1991;
Seidman et al., 1993). Zudem zeigte die Oxidation von Salicylsure die Bildung von ¥OH
whrend einer Ischmie/Reperfusion im Gerhirn an (Cao et al., 1988). Beides sind indirekte
Hinweise auf die Beteiligung von ROS an der Innenohrschdigung. Auch bei dem
Lrmtrauma gibt es Hinweise fr die erhhte Produktion von ROS whrend der Schdigung
(Seidman et al., 1991; Yamane et al., 1995a; Yamane et al., 1995b; Yamasoba et al., 1998;
Yamasoba et al., 1999), die wiederum durch Antioxidantien und Eisenchelatoren gemildert
werden kann (Quirk et al., 1994; Hu et al., 1997). Ein Beteiligung von ROS wird auch bei
der Schdigung durch chemische Substanzen wie Trimethylzinn (Clerici, 1996), Gentamicin
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oder Cisplatin (siehe auch unten; Priuska und Schacht, 1995; Clerici et al., 1996; Hirose et
al., 1997; Kopke et al., 1997; Lautermann et al., 1997) vermutet.
Untersuchungen zu Schdigungs- und Zelltodmechanismen des Innenohres sind
schwierig, da das Organ fr direkte Beobachtungen nicht zugnglich ist. Es sind Methoden
entwickelt worden, um cochlere Schdigungen in vivo, d.Êh. an lebenden Individuen,
durchfhren zu knnen, allerdings sind die Mglichkeiten, einen Schdigungsmechanismus
auf diesem Weg zu erforschen, begrenzt. In vivo-Untersuchungen an Versuchstieren haben
gezeigt, dass bei einem Hrverlust, z. B. durch Arzneistoffe (wie z. B. Cisplatin und
Gentamicin; Chiodo und Alberti, 1994) und bei einem Lrmtrauma (Theopold, 1978; Ide
und Morimitsu, 1990), besonders die u§eren Haarzellen geschdigt werden. Der Verlust
dieser Zellen fhrt zu einem Hrverlust, obwohl die inneren Haarzellen die eigentlichen
Rezeptorzellen sind (Harrison und Evans, 1977). Studien zum Mechanismus von
Hrschden haben sich deshalb hufig auf die u§eren Haarzellen konzentriert. Dazu
wurden verschiedene meist jedoch weniger geeignete in vitro-Zellmodelle entwickelt. So
sind isolierte Haarzellen aus der adulten Meerschweinchencochlea (Zenner et al., 1985) in
vitro nur wenige Stunden berlebensfhig. Dieses Modell hat zudem den Nachteil, dass die
isolierten Zellen in vitro nicht durch Ototoxika geschdigt werden (Saito et al., 1991; Crann
et al., 1992; Ernst et al., 1994; Yamamoto et al., 1994) und damit nicht vergleichbar mit
Haarzellen im intakten Organ sind. Im Unterschied dazu kann das isolierte Cortische Organ
aus wenige Tage alten, aber noch nicht vollstndig differenzierten Maus- oder
Rattencochleae (Richardson und Russell, 1991; Kopke et al., 1997) einige Tage oder
Wochen kultiviert werden. Diese Modelle arbeiten aber mit undifferenzierten Zellen, die in
bestimmten Entwicklungsstadien empfindlicher auf Ototoxika reagieren als vollstndig
differenzierte Zellen (Osako et al., 1979; Chen und Saunders, 1983). Auch bei der bislang
einzigen etablierten Innenohrzelllinie handelt es sich gleichfalls um undifferenzierte
Vorluferzellen der Haarzellen und Deiters-Zellen des Innenohres (Holley und Lawlor,
1997).
1.3. Cisplatin
Cisplatin ist ein quadratisch-planarer Komplex mit
einem Platinatom als Zentralatom sowie zwei Chloridionen
und zwei Amoniakmoleklen als Liganden (cis[Pt(NH3)2Cl2];
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Abb. 5), der seit einigen Jahren als Chemotherapeutikum zur Behandlung verschiedener
Tumore eingesetzt wird. Der Wirkmechanismus von Cisplatin beruht vermutlich auf der
Substitution der Cl--Ionen durch Hydroxylionen (OH-), wodurch Cisplatin ãaktiviertÒ wird
(Chaney, 1995). An diesen Koordinationsstellen bildet Cisplatin dann, durch Austausch der
OH- gegen DNA-Basen (hauptschlich benachbarte Purinbasen, meist Guanin, eines
Stranges), Komplexe mit der DNA (Trimmer und Essigmann, 1999). Dies scheint
entscheidend fr die Antitumor-Wirkung von Cisplatin zu sein, da Transplatin
(trans[Pt(NH3)2Cl2]), das kaum cytotoxisch ist, zwar ebenfalls Komplexe mit DNA-Basen,
aber nicht Komplexe zwischen benachbarten Guaninbasen bildet (Hambley, 1997). Die
durch Cisplatin an der DNA von Tumorzellen induzierten Schden verhindern weitere
Zellteilungen und knnen damit den Zelltod auslsen (Coultas und Strasser, 2000).
Zu den wichtigsten Nebenwirkungen von Cisplatin zhlt neben der
Nierenschdigung die Schdigung des Innenohres (Martindale und Reynolds, 1993; Pryor,
1994), die mechanistisch jedoch kaum aufgeklrt ist. Intraperitoneale Injektionen von
Cisplatin fhrten bei Meerschweinchen zu einem Hochton-Hrverlust, der mit einem Verlust
der Funktionstchtigkeit oder sogar einem Vitalittsverlust der u§eren Haarzellen,
besonders an der Basis der Cochlea, einhergeht (Estrem et al., 1981; Comis et al., 1986).
Experimente an isolierten u§eren Haarzellen haben dagegen gezeigt, dass diese anders als
in vivo nicht empfindlich gegenber Cisplatin sind, sondern Cisplatin lediglich Ca2+ an der
Plasmamembran verdrngt und so den Kalziumeinstrom durch die spannungsabhngigen
Kalziumkanle verhindert (Saito et al., 1991; Ernst et al., 1994; Yamamoto et al., 1994).
ãAktiviertÒ man Cisplatin mit Hilfe eines Leberhomogenates, ist es auch fr isolierte u§ere
Haarzellen toxisch (Saito et al., 1996). Der Mechanismus dieser ãAktivierungÒ ist nicht
bekannt. In vivo konnte an Meerschweinchen und Ratten gezeigt werden, dass Cisplatin den
Gehalt an GSH in der Cochlea verringert (Ravi et al., 1995; Lautermann et al., 1997) und
dass Antioxidantien (wie Diethyldithiocarbamat und 4-Methyl-Benzoesure) die
Cisplatinschdigung verringern (Rybak et al., 1995; Kamimura et al., 1999). Au§erdem
frdert Cisplatin Lipidperoxidation in der Cochlea, die ebenfalls durch Antioxidantien
verhindert werden kann (Rybak et al., 2000). Diese Befunde legen nahe, dass ROS an der
Schdigung durch Cisplatin beteiligt sind, was durch Befunde aus Messungen mit ROS-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen (Gabaizadeh et al., 1997) und Elektronen-Spin-Resonanz-
Spektrometrie (ESR; Clerici et al., 1996) untersttzt wird. hnliche Befunde gibt es auch
zur Nierenschdigung durch Cisplatin. Die Gabe von Antioxidantien wie GSH wirkt in vivo
protektiv gegen die Schdigung durch Cisplatin (Anderson et al., 1990; Kim et al., 1997),
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und der zellulre Gehalt von GSH wird durch Cisplatin auch in der Niere verringert (Somani
et al., 1995). Darber hinaus wurden indirekte Hinweise auf die Beteiligung von ROS
(Somani et al., 1995; Matsushima et al., 1998) und Eisen an der Schdigung der Niere durch
Cisplatin gefunden (al-Harbi et al., 1995; Baliga et al., 1998a). Der chelatisierbare Eisenpool
(Bleomycin-Nachweis) der Niere und des Zellberstands von Nierenzellkulturen war nach
Behandlung durch Cisplatin erhht (Shenberg et al., 1994; Baliga et al., 1998a; Baliga et al.,
1998b). ber die Rolle der Eisenionen bei der Innenohrschdigung durch Cisplatin gibt es
hingegen keine Erkenntnisse.
Da Cisplatin, ebenso wie in der Antitumorwirkung, auch in der cytotoxischen
Nebenwirkung wesentlich effektiver als Transplatin ist (Saito et al., 1995; Saito et al., 1997),
liegt die Vermutung nahe, dass auch whrend der Schdigung der Nieren- und Ohrzellen
DNA-Schden auftreten. Tatschlich konnten DNA-Einzelstrangbrche nach
Cisplatininjektion in vivo bei Meerschweinchencochleae festgestellt werden (Watanabe et
al., 2001). Unklar bleibt allerdings, welche Bedeutung diese DNA-Schden bei der Toxizitt
haben. Es ist bekannt, dass DNA-Schden eine Apoptose auslsen knnen (Coultas und
Strasser, 2000). So deuten neben DNA-Fragmentationen in den Zellen der Cochlea,
nachgewiesen mit der TUNEL-Methode (Liu et al., 1998; Cheng et al., 1999; Alam et al.,
2000), auch morphologische Vernderungen der Haarzellen (Saito und Aran, 1994) nach
Schdigung durch Cisplatin in vivo auf einen apoptotischen Zelltod hin. Au§erdem konnte
eine Beteiligung von Caspasen am Zelltod nachgewiesen werden (Liu et al., 1998).
Zusammenfassend scheint Cisplatin somit eine Apoptose in den Zellen des Innenohres
auszulsen.
1.4. Gentamicin
Aminoglykosid-
Antibiotika wie Gentamicin
(Abb. 6), binden an die
30ÊS- Untereinheit der
Ribosomen von Bakterien.
Die dadurch entstehenden
Fehler bei der Translation
fhren zur Produktion
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sogenannter Nonsensproteine und schlie§lich zum Tod der Bakterien. Da der Wirkungsort
dieser Antibiotika innerhalb der Zellen liegt, werden sie hufig in Kombination mit
zellwandzerstrenden Antibiotika wie Penicillin verabreicht (Martindale und Reynolds,
1993). Seit ihrer Einfhrung in den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts haben klinische Tests
gezeigt, dass Aminoglykoside sowohl die Nieren als auch das Innenohr schdigen knnen
(Schacht, 1998). Da sie wirkungsvolle Arzneistoffe bei schweren Infektionen sind und auch
als Reservemittel bei der Tuberkulosebekmpfung eingesetzt werden, spielen sie klinisch
auch heute noch eine gro§e Rolle (Schacht, 1998).
hnlich wie bei Cisplatin zeigen sich die Nebenwirkungen dieser Arzneistoffe
vorwiegend bei den Haarzellen, in der Cochlea besonders bei den u§eren Haarzellen der
basalen Windung (Huizing und de Groot, 1987). Vergleichbar mit dem Effekt von Cisplatin
auf u§ere Haarzellen, verursachen auch Aminoglykoside zunchst einen reversiblen
Hrschaden, vermutlich indem sie Ca2+ von der Plasmamembran verdrngen, wodurch die
spannungsabhngigen Kalziumkanle gehemmt werden (Kaus, 1992). Erst im zeitlichen
Verlauf danach tritt eine Zerstrung der Haarzellen auf, wodurch der Hrverlust irreversibel
wird. Untersuchungen an isolierten Haarzellen haben gezeigt, dass Gentamicin, ebenso wie
Cisplatin, erst nach einer Aktivierung durch Leberhomogenate toxisch wirkt (Crann et al.,
1992). Aus weiteren Untersuchungen geht hervor, dass zur Aktivierung Eisenionen
notwendig sind (Priuska und Schacht, 1995). Kernresonanzspektroskopiestudien lieferten
Hinweise auf einen Gentamicin-Eisen-Komplex, wobei der 1:1-Komplex im Unterschied
zum 2:1-Komplex zur Fenton-Chemie fhig zu sein scheint (Priuska et al., 1998). Der
Gentamicin-Eisen-Komplex scheint sowohl im zellfreien (Priuska und Schacht, 1995) als
auch im zellulren System (Sha und Schacht, 1999a; Sha und Schacht, 1999c) ROS zu
produzieren. So gibt es Hinweise fr eine Produktion von ROS whrend der Inkubation von
Innenohrzellen mit Gentamicin, die sich auf Untersuchungen der Perilymphe mit Hilfe von
ESR (Clerici et al., 1996) und auf in vitro-Versuche mit Fluoreszenzfarbstoffen (Hirose et
al., 1997) sttzen. Au§erdem ist der protektive Effekt von Antioxidantien auf die
Schdigung der Haarzellen durch Gentamicin (Garetz et al., 1994b; Lautermann et al., 1995)
ein indirekter Hinweis auf die Beteiligung von ROS an der Gentamicintoxizitt.
Eisenchelatoren haben in vivo eine protektive Wirkung gegen die Zellschdigung durch
Gentamicin bewiesen (Song und Schacht, 1996; Conlon et al., 1998), Eisenanreicherung
dagegen erhht die Gentamicintoxizitt (Conlon und Smith, 1998). Trotz dieser Hinweise
zur Beteiligung von Eisenionen an der Gentamicintoxizitt gibt es keine direkten
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Untersuchungen zum Einfluss von Gentamicin auf den chelatisierbaren Eisenpool der
Innenohrzellen.
In den letzten Jahren gab es zunehmend Hinweise darauf, dass Aminoglykoside
Apoptose in den Haarzellen auslsen knnen. So ergaben morphologische Untersuchungen
(Forge, 1985) und Untersuchungen mittels des TUNEL-Tests, die DNA-Fragmentationen
aufzeigen, Hinweise fr einen solchen Zelltodmechanismus (Nakagawa et al., 1998; Vago et
al., 1998). Zudem scheinen auch Mitochondrien eine Rolle bei der
Aminoglykosidschdigung des Innenohres zu spielen, da eine Blockierung der
mitochondrialen Proteinbiosynthese die Schdigung in vivo verstrkt (Hyde und Rubel,
1995). Genetische Untersuchungen an Patienten mit ausgeprgter Innenohrschdigung nach
Aminoglykosidtherapien haben ein gehuftes Aufreten einer Mutation der mitochondrialen
DNA gezeigt (Hutchin und Cortopassi, 1994).
Zusammenfassend legt der Vergleich der bisherigen Befunde zur Innohrschdigung
durch Cisplatin und Gentamicin den Verdacht nahe, dass gro§e Gemeinsamkeiten im
pathogenetischen Mechanismus beider Schdigungsmodelle bestehen. Beide Wirkstoffe
schdigen besonders Nieren- und Innenohrzellen und beide sind nicht toxisch fr isolierte
u§ere Haarzellen, sondern verdrngen hier lediglich Ca2+ von der Plasmamembran. Zudem
scheint die Toxizitt beider Arzneistoffe in vivo durch die Produktion von ROS vermittelt zu
werden, die das antioxidative Abwehrsystem der Zellen in hnlicher Weise beeintrchtigen.
Trotz dieser Parallelen gibt es nur wenige direkt vergleichende Untersuchungen zur
Toxizitt von Gentamicin und Cisplatin.
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2. Fragestellung
Die bisher durchgefhrten Untersuchungen zur Schdigung des Innenohres,
verursacht durch so unterschiedliche Schdigungsfaktoren wie Lrm, Hrsturz, Arzneistoffe
oder Umweltgifte, deuten auf eine Beteiligung von ROS bei allen Schdigungstypen hin.
Untersuchungen zum direkten Einfluss von ROS auf die Zellen des Innenohrs gibt es
hingegen kaum. Dies liegt zum Teil daran, dass die Zellen des Innenohrs schwer zugnglich
und darber hinaus sehr empfindlich und schwer kultivierbar sind. Ziel dieser Studie ist es
daher, zunchst ein Modell zu etablieren, an dem Toxizittsstudien in vitro durchgefhrt
werden knnen.
Mit Hilfe dieses Modells soll dann am Beispiel von H2O2 geklrt werden, wie die
Zellen des neurosensorischen Epithels auf ROS reagieren und welche Rolle Ca2+, der
chelatisierbare Eisenpool und Antioxidantien bei dieser Schdigung spielen.
Des Weiteren soll exemplarisch an der Toxizitt der Arzneistoffe Cisplatin und
Gentamicin geklrt werden, welche Rolle ROS bei der Schdigung spielen und welchen
Einfluss der chelatisierbare Eisenpool auf die Schdigung von Innenohrzellen hat.
Au§erdem sollen morphologische Untersuchungen zeigen, ob durch Gentamicin, Cisplatin,
bzw. H2O2 eine Nekrose oder eine Apoptose in den Zellen i n vitro ausgelst wird.
Vergleiche zwischen der Toxizitt beider Wirkstoffe sollen zeigen, ob die
Schdigungsmechanismen wirklich so hnlich sind, wie es nach dem Studium der Literatur
erscheint.
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4. Diskussion
4.1. Das in vitro-Modell des neurosensorischen Epithels
Ziel der vorliegenden Arbeit war es unter anderem, ausgehend von Beschreibungen
zur Isolation fixierter und unfixierter Cortischer Organe (Engstm et al., 1966) die Isolation
adulter Meerschweinchencochleae weiterzuentwickeln. Das Meerschweinchen wurde als
Versuchstier gewhlt, weil es besonders viele Schneckenwindungen mit sehr vielen gro§en
Haarzellen besitzt (Zajic und Schacht, 1987) und mit einem funktionstchtigen Innenohr
geboren wird (Raphael et al., 1983). Dieses Modell erffnet die Mglichkeit, verschiedene,
vollstndig differenzierte Zelltypen des neurosensorischen Epithels im Zellverband zu
beobachten. Nach der Prparation waren die Zellen des neurosensorischen Epithels (u§ere
und innere Haarzellen sowie Deiters- und Hensen-Zellen) in HBSS fr mindestens 6Êh vital,
so dass alle Versuche innerhalb eines Zeitraums von 6Êh durchgefhrt wurden. Im
Zellverband waren die Haarzellen damit deutlich lnger vital als isolierte Haarzellen (Zajic
und Schacht, 1987), allerdings weniger lang als bei den Prparaten der prnatalen
Rattencochlea (Kopke et al., 1997). Im Unterschied zu dem letzteren Modell handelt es sich
bei dem neurosensorischen Epithel der Meerschweinchencochlea aber um vollstndig
differenzierte Zellen (siehe Einleitung). Die Vitalittstests mit allen schdigenden
Substanzen (H2O2, Cisplatin und Gentamicin) haben gezeigt, dass in dem von uns
etablierten Modell des neurosensorischen Epithels, die u§eren Haarzellen die
empfindlichsten Zellen sind, gefolgt von den inneren Haarzellen. Die Sttzzellen, wie
Deiters-Zellen und Hensen-Zellen, werden unter den hier gewhlten Bedingungen
offensichtlich nicht geschdigt. Dieses Schdigungsmuster entspricht dem Muster von
Schdigungen in vivo durch Cisplatin (Estrem et al., 1981), Aminoglykosiden (Huizing und
de Groot, 1987) sowie durch traumatischen Lrm (Theopold, 1978; Ide und Morimitsu,
1990). In vivo zeigen sich darber hinaus Unterschiede zwischen den einzelnen Reihen der
u§eren Haarzellen. Die innerste Reihe von Haarzellen in der basalen Windung ist von der
jeweiligen Schdigung am strksten betroffen (Theopold, 1978; Estrem et al., 1981; Huizing
und de Groot, 1987; Ide und Morimitsu, 1990). Die Haarzellen in der inneren Reihe und in
der medialen Windung des in vitro-Modells des neurosensorischen Epithels waren ebenfalls
empfindlicher als Zellen in den u§eren Reihen oder in der apikalen Windung, wobei dieser
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Unterschied allerdings nicht signifikant war. Die neurosensorischen Epithelien der basalen
Windung wurden nicht entnommen, da die Prparation zu zeitaufwendig ist, obwohl die
Unterschiede in der Empfindlichkeit der u§eren Haarzellen zwischen der apikalen und der
basalen Windung deutlicher sind (Sha et al., 2001b). Zusammengefasst legen die hier
erzielten Daten nahe, dass das isolierte neurosensorische Epithel geeignet ist, die in vivo
Verhltnisse der Schdigungen zu simulieren.
4.2. Der Mechanismus der Zellschdigung durch Wasserstoffperoxid
Trotz zahlreicher indirekter Hinweise auf eine Beteiligungen von ROS bei
Innenohrschdigungen (siehe Einleitung), gibt es nur wenige Untersuchungen ber die
Schdigung der Innenohrzellen durch ROS. Diese haben gezeigt, dass isolierte u§ere
Haarzellen empfindlich auf ROS (O2
.-, H2O2, ¥OH) reagieren (Clerici et al., 1995) und dass
ROS Funktionsstrungen des Innenohres auslsen, wenn sie in die Perilymphe freigesetzt
werden (Clerici und Yang, 1996). Da H2O2 eines der wenigen ROS ist das Zellmembranen
passieren kann (Halliwell und Gutteridge, 1999), und damit nach extrazellulrer Zugabe
auch intrazellulr schdigt (wie z. B. bei einer Schdigung durch Hypoxie/Reoxygenierung
oder durch ROS-produzierende Toxine), wurden hier Versuche mit H2O2 durchgefhrt. Es
konnte gezeigt werden, dass H2O2 eine konzentrationsabhngige Schdigung der u§eren
und inneren Haarzellen verursacht. Die Schdigung der inneren Haarzellen war geringer als
die der u§eren Haarzellen, zeigte aber ebenfalls eine Konzentrationsabhngigkeit. Somit
war das in vitro durch H2O2 verursachte Schdigungsmuster durchaus vergleichbar mit den
in vivo-Schdigungen durch Lrm sowie durch Toxine wie Trimethylzinn, Gentamicin und
Cisplatin.
4.2.1. Morphologische Vernderungen whrend der Inkubation mit
Wasserstoffperoxid
Die morphologischen Vernderungen der Haarzellen des neurosensorischen Epithels
hingen entscheidend von der H2O2-Konzentration ab. Zellen, die mit 200ÊµM H2O2 inkubiert
wurden, begannen vor dem Zelltod zu schwellen, wobei auch die Kerne dieser Zellen stark
anschwollen. Diese morphologischen Vernderungen deuten auf eine Nekrose hin, bei der es
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durch Toxine oder ROS zum Verlust der Ionenhomostase und damit zu einem
Wassereinstrom kommt, durch den die Zelle und auch deren Zellkompartimente - wie
Mitochondrien und Kern - anschwellen (Buja et al., 1993; Raffray und Cohen, 1997).
Niedrigere H2O2-Konzentrationen (50ÊµM) fhrten in den Haarzellen eher zu
ausgeprgter Chromatinkondensation, ohne eine Kern- oder Zellschwellung. In Einzelfllen
konnte oberhalb der Apikalplatte der u§eren Haarzellen die Bildung von Blebs beobachtet
werden. Zusammen ergeben diese Vernderungen das Bild einer Apoptose, bei der es durch
die Aktivierung von Endonukleasen und Caspasen zu solchen morphologischen
Vernderungen kommen kann (Buja et al., 1993; Raffray und Cohen, 1997). Isolierte u§ere
Haarzellen, die durch H2O2 geschdigt werden, zeigen eine Bleb-Bildung, die bei
niedrigeren Konzentrationen ausgeprgter ist (100ÊµM H2O2; Clerici et al., 1995). H2O2
kann somit in Haarzellen konzentrationsabhngig entweder eine Nekrose oder eine
Apoptose auslsen, was auch fr den Zelltod durch Toxine oder ROS in anderen Zellen
schon gezeigt worden ist (Raffray und Cohen, 1997; Nicotera et al., 1999).
4.2.2. Mediatoren der Wasserstoffperoxidtoxizitt
Der Eisenchelator 2,2«-DPD zeigte eine protektive Wirkung gegenber der H2O2-
Schdigung (200ÊµM) in den u§eren Haarzellen, whrend sein nicht chelatisierendes
Isomer, 4,4«-DPD, keinen Effekt hatte, so dass der protektive Effekt auf die chelatisierende
und nicht auf eine unspezifische Eigenschaft von 2,2«-DPD zurckzufhren ist. Der
protektive Effekt auch von anderen Eisenchelatoren gegenber der H2O2-Schdigung ist fr
viele Zelltypen beschrieben (z.B. Starke und Farber, 1985; Kvietys et al., 1989;
Lomonosova et al., 1998). Eisenionen katalysieren in der Fenton-Reaktion die Bildung vom
¥OH aus dem weniger reaktiven H2O2 (Halliwell und Gutteridge, 1999). D a s
Hydroxylradikal wird fr die Mehrzahl der Schden an Makromoleklen wie Lipiden
(Gutteridge, 1995), Proteinen (Grune und Davies, 1997; Halliwell und Gutteridge, 1999)
oder der DNA (Henle und Linn, 1997; Linn, 1998) verantwortlich gemacht. Da ¥OH nahezu
sofort am Ort seiner Entstehung abreagiert, ist es notwendig, die Fenton-reaktiven FeII-Ionen
in den einzelnen Zellkompartimenten zu chelatisieren, wozu 2,2«-DPD weitgehend in der
Lage zu sein scheint (Petrat et al., 2001).
Neben dem Eisenchelator 2,2«-DPD waren auch der Kalziumchelator Quin-2 AM
und der Kalziumkanalblocker Nifedipin protektiv gegenber der Schdigung u§erer
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Haarzellen durch 200 µMÊH2O2. Es ist daher anzunehmen, dass neben zellulrem Eisen auch
Ca2+ eine wichtige Rolle bei der H2O2-Schdigung der Haarzellen spielt. Es ist bekannt, dass
es in Folge einer oxidativen Schdigung zu einem Einstrom von Ca2+ in das Cytosol
kommen kann und dass damit zumindest ein Teil der Zellschdigung durch unspezifische
Aktivierung von kalziumanhngigen Enzymen und Signalwegen vermittelt wird (Nicotera
und Orrenius, 1998). Nifedipin, ein Blocker der Kalziumkanle des L-Typs, die auch in
u§eren Haarzellen des Meerschweinchens gefunden wurden (Nakagawa et al., 1991;
Oshima et al., 1996), erwies sich auch bei einer durch O2
.- verursachten Schdigung
isolierter Haarzellen (Ikeda et al., 1993) sowie bei Patienten mit Lrmtrauma und Hrsturz
(Mann et al., 1987; Lenarz, 1989) als protektiv. Daher ist zu vermuten, dass whrend der
ROS-Schdigung der Haarzellen Ca2+ durch Nifedipin beeinflu§bare Kalziumkanle in das
Cytosol strmt und so zumindest einen Teil der Schdigung verursacht.
Sowohl der Kalzium- als auch der Eisenchelator hatten nur eine partielle
Schutzwirkung auf die Zellschdigung durch H2O 2 (200ÊµM). Die Kombination beider
Chelatoren hingegen sorgte fr einen fast vollstndigen Schutzeffekt, so dass man vermuten
darf, dass die H2O2-Schdigung parallel ber beide Metallionen vermittelt wird. Es kommt
hierbei sowohl zu einer eisenkatalysierten Generierung von ¥OH, die mit zellulren
Makromoleklen reagieren knnen, als auch zu einen Einstrom von Ca2+ in das Cytosol,
wodurch verschiedene Enzyme aktiviert werden. In beiden Fllen kommt es schlie§lich zu
einer Zerstrung zellulrer Makromolekle, zum Verlust der zellulren Ionenhomostase
und letztendlich zum Zelltod.
Versuche mit der geringeren H2O2-Konzentration (50ÊµM) zeigten ebenfalls jeweils
einen partiellen Schutzeffekt des Kalziumchelators Quin-2 AM und des Eisenchelators 2,2«-
DPD. Es sind also, unabhngig ob die morphologischen Vernderungen auf eine Nekrose
oder Apoptose hindeuten, sowohl Kalzium- als auch Eisenionen am Haarzelltod durch H2O2
beteiligt, wobei beide Ionen vermutlich unterschiedliche Rollen in der Apoptose und der
Nekrose spielen (Raffray und Cohen, 1997; Nicotera und Orrenius, 1998).
Neben Kalzium- und Eisenionen spielte besonders das antioxidative Abwehrsystem
der Zelle eine wichtige Rolle bei der Schdigung durch H2O2. Antioxidantien wie ACC und
GSHe zeigten einen fast vollstndigen Schutzeffekt gegen die H2O2-Schdigung (200 µM)
der u§eren und inneren Haarzellen. GSHe kann, im Gegensatz zu GSH, von Zellen
aufgenommen und in GSH umgewandelt werden (Anderson et al., 1985), das dann
intrazellulr zur Verfgung steht. ACC wird ebenfalls von Zellen aufgenommen und kann
dann Cystein zur Proteinsynthese und zur Synthese des Tripeptids GSH zur Verfgung
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stellen. Zudem hat es auch direkte antioxidative Eigenschaften (Bock et al., 1983; Feddersen
et al., 1993). GSH ist ein wichtiger Bestandteil des antioxidativen Abwehrsystems (Reed,
1990; de Groot, 1994) und die GSH-Peroxidasen gehren zu den wichtigsten Enzymen zur
Entgiftung von H2O2. Fr GSH konnte in vivo sogar ein Schutzeffekt gegen die
Lrmschdigung belegt werden (Jacono et al., 1998). Der Redoxstatus der Zellen, der mit
dem Verhltnis von reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG) Glutathion zusammenhngt,
spielt auch eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des Verhltnisses der reduzierten SH-
Gruppen und oxidierten Disulfidbrcken in Proteinen und damit bei der Aktivitt vieler
Enzyme und Ionenkanle (Reed, 1990; Halliwell und Gutteridge, 1999). Neben der GSH-
Synthase gehrt vor allem die GSH-Reduktase zu den Enzymen der Zelle, die den Status an
reduziertem Glutathion aufrechterhalten (Reed, 1990). Der Gehalt an GSH variiert zwischen
den Zellen verschiedener Organe erheblich, und somit vermutlich auch zwischen den
einzelnen Zelltypen des neurosensorischen Epithels. Die u§eren Haarzellen scheinen
weniger GSH zu besitzen als die Deiters-Zellen (Usami et al., 1996), was die Vermutung
nahe legt, dass die unterschiedliche Empfindlichkeit dieser Zelltypen auf oxidativen Stress
auf einen unterschiedlichen Gehalt an Antioxidantien wie Glutathion basiert.
4.3. Cisplatin
4.3.1. Bedeutung des zellulren chelatisierbaren Eisenpools fr die Schdigung durch
Cisplatin
Unter den gegebenen Umstnden verursachte eine 50ÊµM Cisplatinlsung als
niedrigste getestete Konzentration eine signifikante Schdigung der Haarzellen. Die
protektiven Effekte von 2,2«-DPD und von DFO belegen, dass Eisenionen an der
Schdigung der Haarzellen durch Cisplatin beteiligt sind. 2,2«-DPD ist ein Chelator mit
einer hohen Bindungsaffinitt fr FeII (log k (FeII ) = 17,2), der mit FeII einen redox-
inaktiven 3:1 Komplex bildet (Martell, 1982). In Untersuchungen mit Rattenhepatozyten
konnte gezeigt werden, dass 2,2«-DPD in der Lage ist, die PG SK-gebundenen
intrazellulren Eisenionen nahezu vollstndig zu komplexieren (Petrat et al., 1999), obwohl
die chelatisierende Gruppe des Indikators PG SK (1,10-Phenanthrolin) eine hhere
Bindungskapazitt fr Fe II hat als 2,2«-DPD (log k (FeII) = 21,0 Martell, 1982). Die relativ
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schnelle Wiederherstellung der PG SK-Fluoreszenz durch 2,2«-DPD zeigt, dass 2,2«-DPD
gut in die Zellen gelangt, was durch seine hohe Lipophilitt, und damit
Membranpermeabilitt, zu erklren ist. Da das nicht chelatisierende Isomer zu 2,2«-DPD,
4,4«-DPD, weder einen Effekt auf die Fluoreszenz von PG SK noch auf die Vitalitt durch
Cisplatin geschdigter u§erer Haarzellen hatte, kann man davon ausgehen, dass die Effekte
von 2,2«-DPD (Wiederherstellung der Fluoreszenz von PG SK und Schutz vor
Cisplatintoxizitt) auf seinen chelatisierenden Eigenschaften basieren.
DFO ist ein bekannter FeIII-Eisenchelator, der klinisch bei Eisenspeicherkrankheiten
eingesetzt wird (Hershko, 1992; Hoffbrand und Wonke, 1997). Tierversuche haben darber
hinaus gezeigt, dass DFO z. B. auch bei cisplatinverursachten Nierenschden protektiv wirkt
(Baliga et al., 1998a). Da DFO in hohen Konzentrationen in vivo cytotoxisch werden kann
(Olivieri et al., 1986), werden kultivierte Zellen in vitro blicherweise nur mit DFO
vorinkubiert (Rauen et al., 1997; Rauen et al., 1999). Ein hydrophiles Molekl, wie DFO,
mit einer molekularen Masse > 500 Da, kann die Plasmamembran nur langsam passieren,
und wird daher von Zellen nur langsam aufgenommen (Singh et al., 1995; Petrat et al.,
1999). Trotz seiner hohen Eisenbindungs-Kapazitt ( log k (FeIII) = 31; Singh et al., 1995)
erfolgt die Wiederherstellung der PG SK-Fluoreszenz durch DFO deshalb nur sehr langsam
und ist nach 1 h noch nicht vollstndig. Die Tatsache, dass DFO ein FeIII-Chelator ist, PG
SK und 2,2«-DPD aber FeII-Chelatoren sind, spielt dabei nur eine untergeordnete Rolle, da
DFO durch Chelatisierung die FeIII-Ionen aus dem intrazellulren Gleichgewicht zwischen
FeII und FeIII entfernt und so die Oxidation von FeII zu FeIII thermodynamisch begnstigt.
Die geringeren Effekte von DFO auf die PG SK-Fluoreszenz und auf den Vitalittsverlust
der Haarzellen durch Cisplatin sind daher eher auf die geringere intrazellulre Verfgbarkeit
des Chelators zurckzufhren.
Salicylsure und ihr Derivat DHB sind kleine, aber sehr hydrophile Substanzen, die
Membranen ebenfalls schlecht passieren (Pearce et al., 1985). DHB ist zwar als starker
Chelator fr FeIII beschrieben (log k (FeIII ) = 33,3; Martell, 1982), hatte aber nahezu keinen
Effekt auf die PG SK Fluoreszenz und somit auf den zellulren CIP. In den Vitalittstests
mit Cisplatin dagegen wurden u§ere Haarzellen durch DHB sogar effektiver geschtzt als
durch 2,2«-DPD. Salicylsure und ihre Derivate sind als Radikalfnger (¥OH) bekannt und
werden sogar fr den Nachweis von ¥OH eingesetzt (Bailey et al., 1997; Obata und
Yamanaka, 1998). Im zellulren System ist es nur schlecht mglich, anhand von
Vitalittstests zwischen der eisenchelatisierenden und der radikalfangenden Eigenschaft
dieser Substanzen zu unterscheiden, da die ¥OH-Bildung eisenabhngig ist (Herbert et al.,
46
1994). Es ist bekannt, dass Cisplatin das antioxidative Abwehrsystem von Zellen stark
beeintrchtigt, beispielsweise durch eine erhebliche Verringerung des Glutathiongehalts des
Innenohrs (Lautermann et al., 1997). Deshalb liegt es nahe zu vermuten, dass DHB gegen
die Schdigung durch Cisplatin als Antioxidans wirkt.
Die mit dem Fluoreszenzindikator PG SK ermittelten Konzentrationen des zellulren
Eisens der Zellen des neurosensorischen Epithels variieren nur wenig zwischen den
verschiedenen Zelltypen (1,3ÊµM Fe in den inneren Haarzellen und 3,7ÊµM Fe in den
Hensen-Zellen). Damit korreliert die jeweilige Hhe des CIP nicht mit der sehr
unterschiedlichen Empfindlichkeit der verschiedenen Zellen gegenber Cisplatin oder H2O2.
Die Konzentrationen des zellulren chelatisierbaren Eisens verschiedener Sugetierzelltypen
liegen im gleichen Konzentrationsbereich wie die der Innenohrzellen (Rattenhepatozyten:
2.5 ± 2.2 µM Eisen nach Petrat et al., 2000; 0.5-2.5 µM Eisen nach Nielsen et al., 1993; und
3.5 µM Eisen nach Cairo et al., 1995; Erythroleukmiezellen der Maus 1.5 ± 0.4 µM Eisen
nach Epsztejn et al., 1997; Nierenzellen 0.66 µM Eisen nach Baliga et al., 1993). Diese sehr
hnlichen und niedrigen Konzentrationen sprechen fr eine strenge Kontrolle des zellulren
Eisenpools, die fr einen der wichtigsten Mechanismen gegen oxidativen Stress gehalten
wird (Rolfs und Hediger, 1999).
Die Zugabe von Cisplatin zu neurosensorischen Epithelien fhrte zu keiner
Erhhung des PG SK-detektierbaren CIP. Im Gegensatz dazu wurden in der Niere
(Shenberg et al., 1994; Baliga et al., 1998a; Baliga et al., 1998b) und im Blutserum (Pollera
et al., 1987; Kletter et al., 1988) eine Erhhung der Eisenkonzentration nach Cisplatingabe
festgestellt. In einigen dieser Studien wurde allerdings nicht ausschlie§lich der
chelatisierbare, sondern der Gesamteisenpool gemessen (Pollera et al., 1987; Kletter et al.,
1988; Shenberg et al., 1994). In Homogenaten der Niere, und ebenfalls im Zellberstand von
Nierenzellkulturen, wurde nach Cisplatininkubation eine Erhhung des
bleomycindetektierbaren CIP festgestellt (Baliga et al., 1998a; Baliga et al., 1998b).
Messungen des CIP in Zell- und Gewebehomogenaten, wie etwa mit der Bleomycin-
Methode (Gutteridge et al., 1981), neigen zu methodischen Fehlern, da durch die Zerstrung
des Zellmaterials eine Freisetzung von Eisen, z. B. aus Eisenspeicherproteinen, verursacht
werden kann (Petrat et al., 2002). Darber hinaus lsst eine Messung von Eisen im
Zellberstand keine Aussage ber die intrazellulren Bedingungen zu. Au§erdem wurde als
Ursache fr den Anstieg des CIP der Nierenzellen angenommen, dass Eisen aus dem
Cytochom P450 freigesetzt wird (Baliga et al., 1998b). Die Konzentration an Cytochrom P450
im Innenohr ist nicht bekannt, wahrscheinlich ist sie aber nicht besonders hoch.
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Zusammenfassend erklren diese Grnde mglicherweise, warum eine Erhhung des CIP
durch Cisplatin in der Niere, nicht aber in Zellen des Innenohres gemessen wurde.
4.3.2. Die Rolle von Superoxidradikal-Anionen bei der Cisplatintoxizitt
Obwohl Cisplatin den CIP der Zellen des neurosensorischen Epithels nicht erhht,
verursachte Cisplatin doch eindeutig eine eisenabhngige Schdigung. Dieser Umstand kann
mglicherweise durch die schon sehr frh stattfindende cisplatininduzierte Erhhung der
O2
.- Produktion erklrt werden. Cisplatin kann die Produktion von O2
.- auf verschiedenen
Wegen erhhen. So gibt es Hinweise auf eine O2
.- Produktion durch Interaktion von
Cisplatin mit der DNA (Masuda et al., 1994). Au§erdem bindet Cisplatin u. a. selektiv an
Methionin-Gruppen des Cytochrom c (Lijuan et al., 1997) und kann die Atmungskette
hemmen (Kruidering et al., 1997). Beides fhrt zu einer Erhhung der O2
.- Produktion. Das
Superoxidradikal-Anion kann spontan und auch enzymatisch katalysiert zu H2O2
dismutieren. Es gibt Hinweise fr eine Erhhung der H2O2-Konzentration in Zellen bzw. in
Flssigkeiten des Innenohres nach Cisplatininkubation (Clerici et al., 1996; Kopke et al.,
1997). Die Schdigung der Haarzellen des Innenohrs durch Cisplatin scheint also durch die
erhhte Produktion von O2
.- ausgelst zu werden, die dann zu H2O2 dismutieren und damit
die H2O2-Konzentration in den Zellen erhhen. Wie vorher schon gezeigt, ist zumindest ein
Teil der von H2O2 verursachten Zellschdigung eisenvermittelt, da Fe
II H2O2 reduziert, so
dass ¥OH und OH- entstehen (Fenton-Reaktion; Halliwell und Gutteridge, 1999).
4.3.3. Die Rolle von Kalzium bei der Schdigung durch Cisplatin
Wie oben beschrieben, verursacht H2O2 eine Schdigung der Haarzellen des
neurosensorischen Epithels, die sowohl eine eisen- als auch eine kalziumabhngige
Komponente hat. Auch bei der Schdigung durch Cisplatin ist der Kalziumchelator Quin-2
AM partiell protektiv und die Kombination von 2,2«-DPD mit Quin-2 AM deutlich
protektiver als beide Chelatoren allein. Zur Rolle von Ca2 +-Ionen bei der
Haarzellschdigung durch Cisplatin gibt es zwar keine weiteren Untersuchungen, aber
Untersuchungen an Nierenzellen haben jedoch gezeigt, dass eine Erhhung der
cytosolischen Ca2+-Konzentration die Schdigung durch Cisplatin zumindest teilweise
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vermittelt (Zhang und Lindup, 1994; Zhang und Lindup, 1996; Kim et al., 1997). Die
Schdigung durch Cisplatin wird also, wie die Schdigung durch H2O2, teilweise durch
Eisen- und teilweise durch Kalziumionen vermittelt, was die Vermutung, dass die
Cisplatintoxizitt durch eine Erhhung der H2O2-Konzentration ausgelst wird, sttzt.
4.3.4. Morphologische Vernderungen whrend der Cisplatininkubation
Die morphologischen Vernderungen des neurosensorischen Epithels whrend der
Inkubation mit Cisplatin deuten auf einen nekrotischen Zelltod hin, da bei den meisten
u§eren und inneren Haarzellen sowie deren Kernen eine Schwellung aber keine Bildung
von ãApoptotic BodiesÒ beobachtet wurde. Nur bei wenigen Versuchsanstzen trat eine
Kondensation des Chromatins auf. Morphologische Untersuchungen von neurosensorischen
Epithelien des Meerschweinchens nach Inkubation mit Cisplatin in vivo zeigten Anzeichen
fr eine Apoptose der u§eren Haarzellen (Saito und Aran, 1994, Alam et al., 2000).
Darber hinaus ist in Haarzellen von Rattencochleae durch TUNEL-Tests in vitro DNA-
Fragmentation nach Cisplatininkubation (30ÊµM) nachgewiesen worden (Liu et al., 1998). In
niedriger Konzentration scheint Cisplatin also eine Apoptose in den Haarzellen der Cochlea
auslsen zu knnen, whrend die hier gewhlte Konzentration eher eine Nekrose zur Folge
hatte. Dieses dosisabhngige Umschalten von nekrotischem zu apoptotischem Zelltod ist
sowohl fr die Cisplatintoxizitt der Niere bekannt (Lau, 1999; Okuda et al., 2000), als auch
fr die Haarzellschdigung durch H2O2 hier gezeigt worden.
4.4. Gentamicin
4.4.1. Morphologische Vernderungen whrend der Schdigung durch Gentamicin
Werden die neurosensorischen Epithelien mit verschiedenen Gentamicin-
konzentrationen inkubiert, verursacht dieses eine dosisabhngige Schdigung, besonders der
u§eren Haarzellen. Die geschdigten Zellen zeigten Merkmale des apoptotischen Zelltods
wie Chromatinkondensation und chromatinhaltige Blebs oberhalb der Apikalplatte, bei
denen es sich vermutlich um ãApoptotic BodiesÒ handelte. Diese Hinweise auf einen
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apoptotischen Zelltod der Haarzellen stehen im Einklang mit Befunden anderer
Arbeitsgruppen. Untersuchungen zur Gentamicintoxizitt in vivo mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie zeigen morphologische Vernderungen von Haarzellen der Cochlea
(Forge, 1985; Vago et al., 1998) und des Vestibularorgans (Li et al., 1995; Zheng et al.,
1999), die mit einer Apoptose in Verbindung gebracht werden. Au§erdem konnte eine
DNA-Fragmentation mit Hilfe des TUNEL-Tests in cochleren und vestibulren Haarzellen
nachgewiesen werden (Lang und Liu, 1997; Nakagawa et al., 1997; Nakagawa et al., 1998;
Forge und Li, 2000). Eine Apoptose von Haarzellen des Vestibularorgans des Huhns und
des Meerschweinchens scheint eine Proliferation der Sttzzellen hervorzurufen (Kil et al.,
1997; Forge und Li, 2000), vermutlich um die Lcke der fehlenden Haarzellen zu schlie§en
und damit die Lamina retikularis intakt zu halten (Ylikoski, 1974). Darber hinaus konnte
nach einer Schdigung des Innenohrs durch Gentamicin keine Entzndungsreaktion
beobachtet werden, die im Falle einer Nekrose jedoch zu erwarten gewesen wre.
Die hier verwendete Gentamicinkonzentration von 1ÊmM lste also eine Apoptose in
den Haarzellen des neurosensorischen Epithels aus Ð bei einer Schdigung von ca. 55Ê% der
u§eren Haarzellen nach 6Êh Inkubation Ð whrend 50ÊµM Cisplatin bei vergleichbarer
Toxizitt (ca. 60Ê% tote u§ere Haarzellen nach 6Êh) eine Nekrose auslste. Es muss danach
angenommen werden, dass der Schdigung durch Gentamicin bzw. Cisplatin
unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen.
4.4.2. Die Rolle des zellulren chelatisierbaren Eisenpools bei der Gentamicintoxizitt
Die Vitalittstests mit den Eisenchelatoren 2,2«-DPD und DFO zeigten einen
signifikanten Schutzeffekt dieser Substanzen gegenber der Schdigung durch Gentamicin.
Auch DHB schtzte vor der Gentamicintoxizitt, wenn auch nicht so ausgeprgt, wie gegen
die Cisplatintoxizitt. Antioxidantien scheinen bei der Schdigung durch Gentamicin eine
geringere Rolle zu spielen als bei der Schdigung durch Cisplatin, da Gentamicin, im
Gegensatz zu Cisplatin, die Konzentration an Glutathion im Innenohr nicht messbar
verringert (Lautermann et al., 1997). Der geringere Schutzeffekt von DHB gegen die
Schdigung durch Gentamicin ist dadurch erklrbar. Auch in vivo konnten DFO und auch
DHB vor der Schdigung durch Gentamicin schtzen (Song und Schacht, 1996; Sha und
Schacht, 1999b), somit ist die Gentamicintoxitzitt, ebenso wie die Cisplatintoxizitt,
zumindest teilweise eisenvermittelt. In der vorliegenden Arbeit hatten die Eisenchelatoren
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allerdings keinen Einfluss auf die durch Gentamicin hervorgerufene Kondensation des
Chromatins. Das lsst vermuten, dass die von Gentamicin verursachten Prozesse, die zur
Chromatinkondensation fhren, nicht eisenabhngig sind, im Gegensatz zur Apoptose von
Nierenzellen, bei der eine eisenabhngige Kernvernderung beobachtet wurde (Hagar et al.,
1996).
Trotz der Tatsache, dass die Gentamicintoxizitt teilweise eisenabhngig ist, hatte
Gentamicin keinen signifikanten Einfluss auf den mit PG SK detektierbaren CIP der Zellen.
Im Gegensatz dazu wurden in frheren Arbeiten erhhte Eisenkonzentrationen in der
Perilymphe des Innenohres nach systemischer Gabe von Gentamicin gemessen (Xu et al.,
1995). Unklar bleibt bei dieser Untersuchungen allerdings, ob der Anstieg der
Eisenkonzentration durch Gentamicin direkt hervorgerufen oder Eisen infolge des durch
Gentamicin verursachten Vitalittsverlusts, freigesetzt wurde. Auch fr die Niere wird eine
Erhhung des Eisenpools postuliert, basierend auf dem Befund, dass whrend der
Schdigung durch Gentamicin Eisen aus isolierten Nierenzellenmitochondrien freigesetzt
wird (Ueda et al., 1993). Es wurde jedoch ebenfalls nicht differenziert, ob eine Erhhung
des extrazellulren Eisengehalts durch einen Vitalittsverlust der Zellen bzw. der
Mitochondrien oder durch Gentamicin direkt hervorgerufen wurde. Die Gesamteisen-
konzentration der Niere steigt unter Gentamicineinfluss nicht an (Durak et al., 1995), so dass
insgesamt eine Erhhung der zellulren Eisenkonzentration durch Gentamicin eher
unwahrscheinlich ist.
Au§erdem konnten wir keine Verringerung des CIP durch Gentamicin feststellen, was
im Widerspruch zu den Befunden steht, dass Gentamicin mit Eisen einen redox-aktiven
Komplex bildet, also Eisen chelatisieren kann (Priuska und Schacht, 1995; Priuska et al.,
1998). Die ermittelte Eisenbindungskonstante fr den Gentamicin-Eisen-Komplex ist
allerdings so niedrig (Fe-Gentamicin 1:1, log k = 1,7; Priuska et al., 1998), dass in der
Konkurrenz zu zellulren Eisenchelatoren (z.B. ATP log k = 6; Browne et al., 1998) und PG
SK (log k (FeII) von 1,10-Phenanthrolin = 21,0; Martell, 1982) die Bildung von Gentamicin-
Eisen-Komplexen in nennenswerten Konzentrationen unwahrscheinlich ist. Auch wurde im
zellfreien System gentamicingebundenes Eisen durch PG SK chelatisiert. Die Bildung dieser
Gentamicin-Eisen-Komplexe soll Voraussetzung fr eine toxische Wirkung von Gentamicin
gegenber isolierten Haarzellen sein, da natives Gentamicin nicht toxisch ist (Priuska und
Schacht, 1995; Crann und Schacht, 1996). Angesichts der Tatsache, dass der cytosolische
CIP der Haarzellen etwa so gro§ ist wie der der Sttzzellen und auch anderer untersuchter
Sugerzellen, kann ein Fehlen an Eisenionen nicht der Grund fr die mangelnde Toxizitt
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von Gentamicin gegenber isolierten Haarzellen sein. Eher ist anzunehmen, dass die
Haarzellen, die den Stress der Isolation berstehen, resistenter gegenber oxidativen Stress
sind und deshalb innerhalb der Inkubationszeit von 1 h durch Gentamicin nicht geschdigt
werden.
4.4.3. Die Rolle von Kalzium bei der Gentamicintoxizitt
Kalzium spielt eine Rolle in diversen Modellen der Zellschdigung durch ROS oder
Toxine (Suzuki et al., 1997; Nicotera und Orrenius, 1998). Weder fr den apoptotischen
Zelltod noch fr eine MPT ist Ca2+ allerdings zwingend notwendig (Ca2+ kann aber beteiligt
sein; Raffray und Cohen, 1997; Walker und Sikorska, 1997; Jacotot et al., 1999; Lemasters
et al., 1999a). Unsere Ergebnisse zeigen, dass Kalziumionen weder bei dem Vitalittsverlust
der Haarzellen durch Gentamicin noch bei den durch Gentamicin verursachten
morphologischen Vernderungen der u§eren Haarzellen eine Rolle spielen. Eine Ca2+-
unabhngige, aber FeII/III-abhngige Apoptose konnte auch fr andere Zelltypen, wie z. B.
Astrozyten, gezeigt werden (Robb et al., 1999). Ebenso wie bezglich des induzierten
Zelltodmechanismus zeigte sich also auch bezglich des Einflusses von Ca2+ auf die
Haarzellschdigung ein deutlicher Unterschied zwischen der Cisplatintoxizitt und der
Gentamicintoxizitt.
4.4.4. Die Rolle der Superoxidradikal-Anionen bei der Gentamicintoxizitt
Eisenionen spielen eine Rolle bei der Schdigung der u§eren Haarzellen durch
Gentamicin, was auch eine Beteiligung von ROS an dieser Schdigung nahe legt. Im
chemischen System konnte gezeigt werden, dass Gentamicin in Gegenwart von Eisenionen
ROS erzeugen kann (Priuska und Schacht, 1995) und auch im zellulren System scheint es
die Produktion von ROS zu verstrken (Lopez-Gonzalez et al., 1999; Sha und Schacht,
1999a; Sha und Schacht, 1999c). Bei diesen Versuchen wurden die Zellen allerdings
stimuliert und so schon ohne Gentamicin zu einer ROS-Produktion veranlasst. Ohne
vorherige Stimulation konnte eine Erhhung von ¥OH in ESR-Messungen (Clerici et al.,
1996), sowie von Peroxiden, gemessen durch den Fluoreszenzfarbstoff DCHF, gezeigt
werden (Hirose et al., 1997). Au§erdem schtzt die berexpression von SOD bei Musen
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vor einer Innenohrschdigung durch Aminoglykoside (Sha et al., 2001a). Gentamicin
scheint also die Produktion von ROS im Innenohr zu erhhen. Im Gegensatz dazu konnten
wir unter dem Einfluss von Gentamicin keine Erhhung der O2
.--Produktion in den Zellen
des neurosensorischen Epithels feststellen, was aber nicht ausschlie§t, dass Gentamicin in
der Lage sein knnte, die Produktion anderer ROS, wie z.B. H2O2, zu erhhen. Auf Grund
der Tatsache, dass sowohl in unseren Versuchen (Abb. 28) als auch in anderen Arbeiten
(Garetz et al., 1994a; Sha und Schacht, 2000) Eisenchelatoren und Antioxidantien protektiv
wirken, ist anzunehmen, dass zumindest ein Teil der Schdigung durch ROS, wie z. B.
H2O2, vermittelt wird.
4.4.5. Bedeutung von Mitochondrien fr die Gentamicintoxizitt
Einige Toxine und auch ROS knnen die ffnung der mitochondrialen
Permeabilittspore frdern und damit eine MPT auslsen. Zum Nachweis einer MPT
wurde von der Arbeitsgruppe um J.J. Lemasters eine Methode entwickelt, die auf der
Umverteilung der Fluoreszenzfarbstoffe Calcein AM und TMRM in das bzw. aus dem
mitochondrialen Kompartiment beruht, so dass der Permeabilittsbergang am konfokalen
Mikroskop beobachtet werden kann (siehe auch Kapitel 6.4.3.; Nieminen et al., 1995;
Lemasters et al., 1999b). Da in Haarzellen Mitochondrien nicht als Aussparungen im von
Calcein gefrbten Cytosol erkennbar waren, war diese Methode hier allerdings nicht
anwendbar. Ein hnliches Problem wurde auch schon fr andere Zelltypen berichtet
(Lemasters und Nieminen, 1999; Petronilli et al., 1999). Unsere Versuche mit dem
Fluoreszenzfarbstoff TMRM zeigten, dass das mitochondriale Membranpotenzial (DYm)
der u§eren Haarzellen bereits 1Êh vor dem Zelltod, d. h. vor der Aufnahme von PI,
verloren geht. In Vitalittstests konnte zudem gezeigt werden, dass der MPT-Hemmstoff
CsA gegen die Schdigung durch Gentamicin schtzt. Obwohl wir eine MPT im Sinne der
oben zitierten Methode nicht direkt zeigen konnten, sprechen unsere Ergebnisse dennoch
dafr, dass die Schdigung der u§eren Haarzellen durch Gentamicin ber eine MPT
verluft.
Auch in der Literatur findet man einige Daten, die dafr sprechen, dass die MPT in
vivo bei der Gentamicintoxizitt eine Rolle spielt. So wurde in frheren morphologischen
Studien in Gentamicin geschdigten Haarzellen eine Schwellung und der Untergang von
Mitochondrien beobachtet (Wersall et al., 1973), wobei beides ein sptes Stadium der MPT
darstellen knnte. Au§erdem konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass
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Gentamicin in Haarzellen in der Nhe der Plasmamembran, des Kerns und der
Mitochondrien lokalisiert ist (Tachibana et al., 1985), whrend andere Aminoglykoside
sogar in der Lage waren, den Sauerstoffverbrauch des neurosensorischen Epithels zu
verringern (Sato et al., 1969). Darber hinaus wird Cytochrom c in vivo bei der Apoptose
von vestibulren Haarzellen durch Aminoglykoside freigesetzt, wobei diese Freisetzung
durch CsA gehemmt werden kann (Nakagawa und Yamane, 1999) und Gentamicin selbst
eine Freisetzung von Cytochrom c und AIF aus Lebermitochondrien verursachen kann
(Mather und Rottenberg, 2001).
In unseren Experimenten fand die Kondensation des nukleren Chromatins der
u§eren Haarzellen vor der MPT statt und wurde auch durch CsA und Eisenchelatoren nicht
verhindert. Es gibt Berichte ber die Induzierung einer Apoptose durch eine direkte
Schdigung der DNA des Zellkerns, die dann ihrerseits eine MPT auslst und die Caspasen-
kaskade aktiviert (Robertson et al., 2000). Fr Haarzellen konnte gezeigt werden, dass die c-
Jun N-Terminal Kinase, die an rezeptorvermittelter Apoptose beteiligt ist, whrend der
Gentamicintoxizitt aktiviert wird (Pirvola et al., 2000). Da Gentamicin an Phospholipide
der Plasmamembran bindet (Williams et al., 1987), ist eine Aktivierung dieses Signalwegs
durch Vernderungen der Plasmamembran, die dann zu kernverndernden Prozessen fhren,
denkbar. Dies knnte bedeuten, dass Gentamicin eine Apoptose im Innenohr auslst, indem
es den Zellkern schdigt, was dann zu einer Dysfunktion der Mitochondrien fhrt. Auf der
anderen Seite kann nicht ausgeschlossen werden, dass beide Phnomene (MPT und
Kernvernderungen) unabhngig voneinander durch Gentamicin ausgelst werden und
zusammen zum Zelltod fhren.
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5. Zusammenfassung
Um in vitro Einflussfaktoren der Innenohrschdigungen durch H2O2, Cisplatin und
Gentamicin genauer erforschen zu knnen, wurde zunchst das in vitro-Modell des
unfixierten neurosensorischen Epithels der Meerschweinchencochlea etabliert. Da die
Vitalitt der verschiedenen Zellen des Epithels in gepufferter Salzlsung (HBSS)
mindestens 6Êh erhalten blieb, wurden alle Untersuchungen innerhalb dieser Zeitspanne
durchgefhrt. Die empfindlichsten Zellen gegenber allen eingesetzten Substanzen waren
die u§eren Haarzellen, gefolgt von den inneren Haarzellen. Sttzzellen (Hensen-Zellen und
Deiters-Zellen) wurden nicht durch H2O2, Cisplatin oder Gentamicin geschdigt. Dieses
Schdigungsmuster entspricht dem in vivo beobachteten Schdigungsverlauf nach Injektion
von Cisplatin oder Gentamicin und auch nach traumatischen Lrm.
Aus Versuchen mit H2O2 ging hervor, dass diese Sauerstoffspezies Haarzellen
dosisunabhngig (200ÊµM oder 50ÊµM) sowohl kalzium- als auch eisenabhngig schdigt.
Auch Antioxidantien wie Glutathion oder N-Acetylcystein spielen bei der Schdigung durch
H2O2 (200ÊµM) eine wichtige Rolle. Die morphologischen Vernderungen der Haarzellen in
Gegenwart der hohen H2O2-Konzentration deuteten auf einen nekrotischen, die in
Gegenwart der niedrigeren Konzentration hingegen auf einen apoptotischen Zelltod hin. Das
hei§t, dass beide H2O2-induzierten Schdigungstypen sowohl durch Kalzium- als auch durch
Eisenionen vermittelt werden.
Auch die Schdigung der u§eren Haarzellen durch Cisplatin war teilweise eisen- und
teilweise kalziumabhngig. Die Rolle des zellulren chelatisierbaren Eisenpools wurde mit
dem Fluoreszenzindikator Phen Green SK durch Laser Scanning-Mikroskopie genauer
charakterisiert. Es zeigte sich, dass die Eisenchelatoren 2,2«-Dipyridyl und Deferoxamin den
Phen Green SK-detektierbaren chelatisierbaren Eisenpool der Zellen komplexieren konnten.
Dabei war das lipophile 2,2«-Dipyridyl deutlich effektiver als das hydrophile Deferoxamin,
was sich auch in den Befunden der Vitalittstests widerspiegelte. Die mittels quantitativer
Laser Scanning-Mikroskopie bestimmten Konzentrationen des cytosolischen
chelatisierbaren Eisens variierten in den verschiedenen Zelltypen nur geringfgig (zwischen
1,3Ê±Ê0,4ÊµM Eisen in den inneren Haarzellen und 3,7Ê±Ê1,7ÊµM Eisen in den Hensen-
Zellen) und knnen die unterschiedliche Empfindlichkeit der Zelltypen fr H2O2, Cisplatin
und auch Gentamicin nicht erklren. Die Zugabe von Cisplatin zu neurosensorischen
Epithelien bewirkte keine Vernderung des Phen Green SK-detektierbaren chelatisierbaren
Eisenpools aller vier Zelltypen. Durch eine Reduktion von Nitrotetrazoliumblauchlorid
konnte jedoch, besonders in den Haarzellen, eine Erhhung der Superoxidradikal-Anionen-
Produktion in Gegenwart von Cisplatin gezeigt werden. Die cisplatininduzierte Schdigung
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der Haarzellen wird demnach durch eine erhhte Produktion der Superoxidradikal-Anionen
hervorgerufen, die dann teilweise eisen- und kalziumabhngig ohne detektierbare
Vernderung des chelatisierbaren Eisenpools der Zellen verluft. Die morphologischen
Vernderungen der Zellen sprechen dafr, dass 50 µM Cisplatin eine Nekrose der
Haarzellen auslst.
Gentamicin verursachte eine konzentrationsabhngige Schdigung der Haarzellen des
neurosensorischen Epithels, die bei niedrigeren Konzentrationen (0,5 mM und 1mM) eine
eisenunabhngige Kondensation des Chromatins der Haarzellen zeigte. Dieser Hinweis
sowie die Beobachtung von Blebs oberhalb der Apikalplatten der Haarzellen deuten auf
einen apoptotischen Zelltod hin. hnlich der Schdigung durch Cisplatin konnte auch die
durch Gentamicin verursachte Haarzellschdigung durch Eisenchelatoren teilweise gehemmt
werden, whrend Kalziumionen keinen Einfluss auf die Toxizitt hatten. Trotz einer
teilweise eisenabhngigen Schdigung der Haarzellen durch Gentamicin konnte weder eine
Vernderung des chelatisierbaren Eisenpools der Zellen des neurosensorischen Epithels
noch eine Erhhung der Superoxidradikal-Anionen-Produktion detektiert werden. Bereits 1
Stunde vor Eintritt des Todes der u§eren Haarzellen kam es aber zu einem Verlust des
mitochondrialen Membranpotenzials und Cyclosporin A, ein Inhibitor der mitochondrialen
Permeabilittspore, konnte vor dem durch Gentamicin verursachten Vitalittsverlust der
u§eren Haarzellen teilweise schtzen. Zusammengefasst sind dies deutliche Hinweise
dafr, dass Gentamicin eine Apoptose auslst, bei der ein mitochondrialer
Permeabilittsbergang stattfindet.
Trotz der zahlreichen parallelen Vorbefunde der Literatur beruht die Toxizitt von
Gentamicin auf einem anderen Mechanismus als die von Cisplatin. Gentamicin scheint in
den u§eren Haarzellen des neurosensorischen Epithels der Meerschweinchencochlea
ausschlie§lich eisenabhngig eine Apoptose auszulsen, in deren Verlauf ein
mitochondrialer Permeabilittsbergang stattfindet. Cisplatin hingegen lst bei
vergleichbarer Toxizitt in den u§eren Haarzellen Nekrose aus, die durch eine erhhte
Produktion von Superoxidradikal-Anionen verursacht wird und sowohl eisen- als auch
kalziumabhngig ist. Teilweise eisen- und kalziumabhngig ist auch die Toxizitt von H2O2,
unabhngig davon, ob hhere Konzentrationen eine Nekrose oder niedrigere eine Apoptose
verursachen. Die ermittelten Konzentrationen des chelatisierbaren Eisens der verschiedenen
Zelltypen des neurosensorischen Epithels korrelierten nicht mit der Empfindlichkeit der
Zellen gegenber H2O2, Cisplatin und Gentamicin und lieferten somit keine Erklrung fr
die hhere Empfindlichkeit der Haarzellen.
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6. Material und Methoden
6.1. Material
6.1.1. Versuchstiere
Das cochlere neurosensorische Epithel wurde weiblichen Meerschweinchen des
Stammes Tricolor, bezogen von Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland), Charles River
France (Saint-Aubin-Les-Elbeuf, Frankreich) und Charles River Czech (Prag, Tschechien),
entnommen.
6.1.2. Chemikalien
Die Chemikalien wurden von folgenden Quellen bezogen:
Kohlendioxid (CO2) Messer Griesheim, Krefeld, Deutschland
HanksÔ Balanced Salt Solution (HBSS) und
Gentamicin GibcoBRL Life Technologies GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl]-
ethansulfonsure (HEPES),
Dimethylsulfoxid (DMSO),
Imidazolpuffersubstanz,
Hypoxanthin,
di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4),
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH) und
di-Natriumsulfat (Na2SO4) Merck, Darmstadt, Deutschland
Diethylentriaminpentaessigsure (DTPA),
N-Acetylcystein (ACC),
Glutathionmonoethylester (GSHe)
Bisbenzimid (H33342),
8-Hydroxychinolin,
Eisen (III) Chlorid (FeCl3),
2,3-Dihydroxybenzoesure (DHB),
Wasserstoffperoxid (H2O2),
Katalase,
Nifedipin,
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2,2«-Dipyridyl (2,2«-DPD) und
4,4«-Dipyridyl (4,4«-DPD) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) Fluka, Buchs, Schweiz
Xanthinoxidase Boehringer Mannheim, Deutschland
Propidiumjodid (PI),
Quin-2 AM,
Phen Green SK Diacetat (PG SK)
Phen Green SK di-Kaliumsalz,
SYTO Green 16,
Calcein AM und
Tetramethylrhodamin-
methylester-perchlorat (TMRM) Molecular Probes Europe, Leiden,
Niederlande
Deferoxaminmesilat (Desferal¨; DFO)  Novartis Pharma, Nrnberg, Deutschland
Cisplatin (Platinex¨) Bristol Myers Squibb, Mnchen,
Deutschland
Cyclosporin A (CsA) Sandoz, Nrnberg, Deutschland
Siliconelastomer (Sylgard SYLG 184) World Precision Instruments, Berlin,
Deutschland
6.1.3. Sonstige Materialien
Fr die Prparation wurden folgende Gerte bentigt:
Dumont Pinzette Nr. 4 und Nr. 5,
Universalschere
Deckglschen, ¯ 28 mm Peter Oehmen GmbH, Essen, Deutschland
House-Lanzenmesser und
Hkchen, halbspitz Wepromed, Wesel, Deutschland
Fixierpinzette,
Hohlmeisselzange Medicon Instrumente,  Tutt l ingen,
Deutschland
Mikrofederschere Roeser, Essen, Deutschland
Stereomikroskop und Kaltlichtlampe Leica, Wetzlar, Deutschland
Petrischalen 60 x 15 mm Falcon¨, Becton Dickinson Deutschland,
Heidelberg
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Fr die mikroskopischen Untersuchungen  wurden folgende Gerte benutzt:
modifizierte Pentz-Kammer Technisches Zentrallabor, Universittsklinik
Essen
inverses Fluoreszenz-
mikroskop (Axiovert 135 TV) und
Laser Scanning-Mikroskop (LSM 510) Zeiss, Oberkochen, Deutschland
6.2. Prparation des neurosensorischen Epithels
Alle Versuchstiere wurden nach der Lieferung eine Woche in den Rumen des
Zentralen Tierversuchslabors des Universittsklinikums Essen gehalten. Die Cortischen
Organe wurden nur von solchen Tieren entnommen, die einen positiven Preyer Reflex
zeigten. Nach einer zweimintigen CO2-Betubung wurden die Tiere dekapitiert. Die
Felsenbeine wurden zgig entnommen, geffnet und in HBSS berfhrt. Das HBSS wurde
vorher mit 5ÊmM HEPES versetzt, mit Natronlauge auf pHÊ7,4 und mit 4ÊM NaCl auf
300Ê±Ê2 mOsm eingestellt. Das neurosensorische Epithel der Cochlea wurde in etwa halbe
Windungen umfassende Stcke
Tabelle 2: Zusammensetzung der Hanks« Balanced Salt Solution
(HBSS)
Substanz Konzentration
Kalziumchlorid (CaCl2) 0,95 mM
Kaliumchlorid (KCl) 5,3 mM
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 0,44 mM
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 á6 H2O) 0,49 mM
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 á 7 H2O) 0,41 mM
Natriumchlorid (NaCl) 136,75 mM
di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat (Na2HPO4 á 7 H2O) 0,34 mM
D-Glucose 10 mM
(HEPES 5 mM, nachtrglich zuge-
setzt)
unterteilt und vorsichtig entnommen. Verwendet wurden die zwei Stcke der oberen
(apikalen) und der mittleren (medialen) Windungen; die basale Windung wurde nicht
entnommen. Die Epithelien wurden in 100Êµl HBSS auf Deckglsern berfhrt und unter
einer Glaskapillare, die an einem Ende auf dem Deckglschen mit einem Silikonelastomer
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Teflonring
Gummidichtung
Glasplttchen mit Kapillaren
Aluminiumgrundkrper
Abb. 29
A: Skizze einer Pentz-Kammer. In diese Kammern wurden die Glasplttchen, auf denen die
neurosensorischen Epithelien unter den Glaskapillaren festgeklemmt wurden, eingespannt. Der
Grundkrper der Kammer ist aus Aluminium, damit die Zellen auf dem Glasplttchen auf einer
Wrmeplatte zgig auf 37¡C erwrmt werden knnen.
B: Neurosensorisches Epithel (Pfeil), festgeklemmt unter einer Glaskapillare. Nach der Entnahme
der Windungen des neurosensorischen Epithels einer Meerschweinchencochlea wurden diese in
einem Tropfen HBSS auf einem Glasplttchen festgeklemmt.
Abb. 30
oben: Propidiumjodid
unten: Bisbenzimid H33342
befestigt war, festgeklemmt. Die Deckglschen wurden in modifizierte Pentz-Kammern
eingespannt (Abb. 29A; Pentz et al., 1981), so dass die Hutchen am Mikroskop beobachtet
werden konnten (Abb. 29B). Alle Arbeitsschritte wurden bei 37¡C durchgefhrt.
6.3. Vitalittstests
In Zellen mit intakter Zellmembran kann der
Fluoreszenzfarbstoff PI (Abb. 30 oben) nicht
eindringen und damit nicht in die DNA
interkalieren. Fr unsere Vitalittstests haben wir
uns diesen Umstand zunutze gemacht, indem wir
die Zellen mit dem membranpermeablen
Kernfarbstoff H33342 (Abb. 30 unten) und mit PI
gefrbt haben. Kerne lebender Zellen erschienen
im Fluoreszenzlicht dann durch H33342 blau bis
A
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Abb. 31
A: 2,2«-Dipyridyl (2,2«-DPD), B: 4,4«-Dipyridyl (4,4«-DPD), C: Quin-2 AM; D: Glutathion (GSH); E:
Deferoxaminmesilat (DFO) und F: Cyclosporin A (CsA)
grn und die Kerne der toten Zellen, durch die berlagernde PI-Frbung, gelb/rot.
Tabelle 3: Substanzen fr die Protektionsexperimente
Substanz Stammlsung Endkonzentration
Quin-2 AM 1 mM in DMSO 10 µM
Nifedipin 2 mM in DMSO 3 µM
2,2«- Dipyridyl (2,2«-DPD) 10 mM in H2O 100 µM
4,4«- Dipyridyl (4,4«-DPD) 10 mM in H2O 100 µM (pH neu auf 7,4
eingestellt)
Deferoxaminmesilat (DFO) keine 10 mM in HBSS
N-Acetylcystein (ACC) 1 M in 1 M Natronlauge mit
HEPES
10 mM (pH neu auf 7,4
eingestellt)
Glutathionmonoethylester
(GSHe)
keine 4 mM in HBSS (pH neu auf
7,4 eingestellt)
Cyclosporin A (CsA) 2,5 mM in Ethanol 5 µM
2,3-Dihydroxybenzoesure
(DHB)
keine 10 mM in HBSS
A
B
C
D
E
F
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6.3.1. Vitalittstests zur Untersuchung der Wasserstoffperoxidtoxizitt
Die Zellschdigung des neurosensorischen Epithels durch H2O2 wurde untersucht,
indem die Epithelien des einen Ohrs mit 200 µM oder 50 µM H2O2 (in HBSS mit 100 µM
DTPA, um das Abreagieren von H2O2 mit extrazellulrem, kontaminierendem Eisen zu
verhindern) bis zu 8 h inkubiert wurden. Kontrollen wurden mit den Epithelien des jeweils
anderen Ohres in HBSS mit DTPA (100ÊµM) ohne H2O2 durchgefhrt. Die zuerst
prparierten Epithelien wurden gleichm§ig auf die Proben- und die Kontrollgruppe verteilt.
Nach 1, 2, 4, 6 oder 8 h wurden die Epithelien mit H33342 (1Êµg/ml) und PI (5Êµg/ml)
10Êmin gefrbt, wobei jedes Epithel maximal dreimal gefrbt wurde. Die Stammlsungen
beider Farbstoffe wurde 100fach konzentriert in Wasser (bidestilliert) angesetzt und jeweils
direkt vor den Versuchen mit HBSS herunterverdnnt. Nach der Frbung wurden die
Epithelien mit HBSS gewaschen und die Inkubationslsung (HBSS mit 100ÊµM DTPA mit
oder ohne H2O2) wieder auf die Zellen gegeben. Anschlie§end wurden am
Fluoreszenzmikroskop mit einer Anregung von 380 ± 10 nm und einem Emissionsfilter ³
520 nm die Kerne lebender und toter Zellen gezhlt und der prozentuale Anteil der toten
Zellen berechnet. Darber hinaus wurden Protektionsversuche durchgefhrt, bei denen die
Epithelien des einen Ohres mit H2O2 inkubiert wurden, whrend dem Puffer der Epithelien
des anderen Ohres zustzlich entweder Nifedipin (3ÊµM), 2,2«-DPD (0,1ÊmM; Abb. 31),
4,4«-DPD (0,1ÊmM; Abb. 31) oder ACC (10ÊmM) zugefgt wurden. In Versuchen mit Quin-
2 AM (10ÊµM; Abb. 31) und GSHe (4 mM; Abb. 31) wurden die Epithelien 30 min mit der
Substanz in HBSS alleine vorinkubiert und danach H2O2 alleine zugesetzt. Bei der
Kombination von Quin-2 AM und 2,2«-DPD wurden die Epithelien zunchst mit Quin-2
AM vorinkubiert und dann in Anwesenheit von 2,2«-DPD H2O2 zugesetzt. In allen
Versuchen, bei denen DMSO als Lsungsmittel diente (siehe Tabelle 3), wurde als
Kontrolle die entsprechende DMSO-Menge der H2O2-Kontrolle zugesetzt. Die Vitalitt
wurde wie oben beschrieben ermittelt.
6.3.2. Vitalittstests zur Untersuchung der Cisplatintoxizitt
Zur Ermittlung der Zellschdigung durch Cisplatin wurden die Epithelien in HBSS
mit 5ÊµM, 10ÊµM oder 50ÊµM Cisplatin inkubiert. Auch hier wurde die Schdigung der
Epithelien des einen Ohres mit der der Epithelien des anderen Ohres unter Kontroll-
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bedingungen verglichen. Nach 2, 4 und 6Êh wurden die Epithelien mit H33342 und PI
gefrbt und die Vitalitt der verschiedenen Zelltypen wie beschrieben bestimmt. Um den
Einfluss von Kalzium- und Eisenionen auf die Schdigung durch Cisplatin zu testen, wurden
die Epithelien 6Êh mit 50ÊµM Cisplatin in An- oder Abwesenheit des Eisenchelators 2,2«-
DPD (100ÊµM), dessen Isomer 4,4«-DPD (100ÊµM) oder DHB (10ÊmM) inkubiert. Die
Epithelien wurden ebenfalls nach 2, 4 und 6 h gefrbt und die Vitalitt bestimmt. Fr
Versuche mit dem Eisenchelator DFO (10ÊmM; Abb. 31) und dem Kalziumchelator Quin-2
AM (10ÊµM) wurden die Epithelien 30 min mit den Chelatoren vorinkubiert und
anschlie§end insgesamt 6 h mit Cisplatin inkubiert. Kontrollen wurden mit HBSS (mit
DMSO als Lsungsmittelkontrolle fr die Anstze mit Quin-2 AM) vorinkubiert. Die
Stammlsungen der hierfr eingesetzten Chemikalien sind in Tabelle 3 angegeben.
6.3.3. Vitalittstests zur Untersuchung der Gentamicintoxizitt
Der Einfluss von Gentamicin (0,5 mM, 1 mM oder 10 mM) auf die Vitalitt der
Zellen wurde wie unter 6.3.2. beschrieben bestimmt. Zustzlich wurden Epithelien mit
1ÊmM Gentamicin in An- oder Abwesenheit des Eisenchelators 2,2«-DPD (100ÊµM), dessen
Isomer 4,4«-DPD (100ÊµM), DHB (10ÊmM) oder CsA (5ÊµM) 6Êh inkubiert. Fr Versuche
mit dem Eisenchelator DFO (10ÊmM; Abb. 31) und dem Kalziumchelator Quin-2 AM
(10ÊµM) wurden die Epithelien 30 min mit den Chelatoren vorinkubiert und anschlie§end
insgesamt 6 h mit 1ÊmM Gentamicin inkubiert. Kontrollen wurden mit HBSS (mit DMSO
als Lsungsmittelkontrolle fr die Quin-2 AM-Anstze) vorinkubiert. Die Stammlsungen
der hierfr eingesetzten Chemikalien sind in Tabelle 3 angegeben.
6.4. Fluoreszenzmikroskopische Messungen
Tabelle 4: eingesetzte Farbstoffe
Farbstoff Stammlsung Endkonzentration
Phen Green SK (PG SK) 5 mM in DMSO 50 µM
Propidiumjodid (PI) 0,5 mg/ml 5Êµg/ml
SYTO Green 1 mM in DMSO 1 µM
Calcein AM 100 µM in DMSO 1 µM
Tetramethylrhodamin-methylester-perchlorat
(TMRM)
50 µM in DMSO 500 nM (Erhaltungs-
Dosis 100 nM)
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Abb. 32
Phen Green SK (di-Kaliumsalz)
6.4.1. Bestimmung des zellulren chelatisierbaren Eisenpools mit Phen Green SK
Die meisten Methoden zur Bestimmung
des zellulren chelatisierbaren Eisenpools, wie
z.B. die Bleomycin-Methode (Gutteridge et al.,
1981), sind fr das neurosensorische Epithel
nicht anwendbar, da das Gesamtvolumen der
Innenohrzellen hierfr nicht ausreicht. Der
chelatisierbare Eisenpool der einzelnen Zellen
des neurosensorischen Epithels wurde daher mit
einer Methode basierend auf dem
Fluoreszenzfarbstoff PG SK (Abb. 32) und der
Laser Scanning-Mikroskopie bestimmt (Petrat
et al., 1999, Petrat et al., 2000). Die Epithelien
wurden dazu 30 min mit 50ÊµM PG SK
(Stammlsung Tabelle 4) in HBSS beladen.
Anschlie§end wurden die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen, dann 2 ml HBSS auf den
Epithelien belassen und die PG SK-Fluoreszenz mit einem Laser Scanning-Mikroskop
aufgezeichnet. Der Farbstoff wurde bei 488Ênm mit einem Argon-Laser angeregt und die
Fluoreszenz durch einen Long-Pass-Filter (³Ê505Ênm) detektiert. Die Einstellungen fr die
Laserintensitt und den digitalen Imagingproze§ wurden von Herrn Dr. Petrat bernommen
(Petrat et al., 2000). Alle Messungen wurden im Modus ãExpert ModeÒ der LSM 510
Software mit einem Messintervall von 10 min durchgefhrt. Um Fluoreszenzvernderungen
auf Einzelzellebene quantifizieren und auswerten zu knnen, wurde die Software
ãPhysiology EvaluationÒ (ãMean ROIÒ) des LSM 510 Systems genutzt. Die Messbereiche
(ROI«s) wurden fr jeden Messzeitpunkt manuell repositioniert und somit
Objektbewegungen im Verlauf einer Messung bercksichtigt. Nach Bestimmung der
Ausgangsfluoreszenz wurden dem Zellberstand (HBSS) entweder 2,2«-DPD (5ÊmM), das
Isomer 4,4«-DPD (5ÊmM), DFO (10ÊmM), DHB (10ÊmM), 10ÊµM Eisen(III)-Chlorid/8-
Hydroxychinolin, 50ÊµM Cisplatin, 1ÊmM Gentamicin oder 50ÊµM NaCl-Lsung als
Lsungsmittelkontrolle zu Cisplatin bzw. 2,5ÊmM Na2SO4-Lsung als Kontrolle zu
Gentamicin, oder HBSS (als Negativkontrolle) zugegeben und die PG SK-Fluoreszenz ber
1Êh aufgezeichnet. Die Stammlsungen wurden wie in Tabelle 5 angegeben angesetzt. Am
Ende jeder Messung wurde PI (5Êµg/ml; Stammlsung siehe Tabelle 4) zugegeben, um die
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Vitalitt der Zellen zu testen. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde mit dem Helium-Neon-Laser
bei 543Ênm angeregt und die Fluoreszenz durch einen Long-Passfilter (³ 560Ênm)
aufgezeichnet. Tote Zellen wurden von den Auswertungen ausgeschlossen.
Tabelle 5: Zustze in Versuchen mit Phen Green SK
Substanz Stammlsung Endkonzentration
2,2«-DPD 500 mM in DMSO 5 mM
4,4«-DPD 50 mM in H2O 5 mM (pH-Wert neu ein-
gestellen)
DFO 1 M in HBSS 10 mM
DHB 1 M in HBSS 10 mM
Eisen(III)-Chlorid/8-Hydroxychinolin 1 mM in DMSO 10 µM
Der direkte Einfluss von Cisplatin und Gentamicin auf die PG SK Fluoreszenz wurde
in einem zellfreien Puffersystem getestet. Dazu wurden 10ÊmM Imidazolpuffer auf pHÊ7,2
eingestellt und 11ÊµM Phen Green SK di-Kaliumsalz zugegeben, da diese Konzentration der
mittleren PG SK-Konzentration der u§eren Haarzellen entspricht. Die Indikatorfluoreszenz
wurde am Laser Scanning-Mikroskop mit denselben Einstellungen wie fr die zellulren
Messungen aufgezeichnet. Nach Bestimmung der Ausgangsfluoreszenz wurde entweder
Cisplatin, NaCl-Lsung, Gentamicin oder Na2SO4-Lsung, entsprechend den Versuchen mit
den neurosensorischen Epithelien, zugesetzt und die PG SK-Fluoreszenz ber 1Êh
aufgezeichnet.
Um den chelatisierbaren Eisenpool auf zellulrer Ebene zu bestimmen, wurde der
membranpermeable Eisenchelator 2,2«-DPD im berschuss (5ÊmM) zugegeben. Die
zellulre Ausgangsfluoreszenz des Indikators ergibt sich aus der Fluoreszenz des
intrazellulr vorhandenen Indikators, die durch das zelllre chelatisierbare Eisen partiell
gelscht ist. Durch einen berschuss an 2,2«-DPD kommt es zu einer nahezu vollstndigen
Eisenumverteilung vom Indikator zum Chelator, wodurch die Intensitt der
Indikatorfluoreszenz ansteigt, d. h. die Fluoreszenz des Indikators wurde nahezu komplett
wiederhergestellt. Die Differenz zwischen der Ausgangsfluoreszenz und der Fluoreszenz
nach Zugabe von 2,2«-DPD (DÊFluoreszenz) ist daher ein Ma§ fr die Konzentration des PG
SK-detektierbaren zellulren chelatisierbaren Eisens. Die DÊFluoreszenzbetrge wurden
anschlie§end mit der Fluoreszenzlschung verglichen, die definierte Konzentrationen an
Eisenionen in einer ex situ-Kalibrierung hervorgerufen haben (1ÊµM FeII lscht
178ÊFluoreszenzeinheiten; Petrat et al., 2000). Pro Versuchsansatz wurden jeweils alle
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Zellen in einem Gesichtsfeld (ca. 30 u§ere Haarzellen, 10 innere Haarzellen und 10
Hensen-Zellen oder 10-20 Deiters-Zellen) ausgewertet. Zellen, deren Fluoreszenzintensitt
einen bestimmten Ausgangswert unterschritten, da die Fluoreszenz des Farbstoffs nahezu
komplett gelscht war, sowie Zellen, die nach der Messung PI-positiv waren, wurden aus
der Kalkulation ausgeschlossen. Die Farbstoffkonzentration in den einzelnen Zellen wurde
mit Hilfe einer zweiten ex situ-Eichung aus der maximalen Fluoreszenz nach Entquenchung
mit 2,2«-DPD bestimmt (Petrat et al., 2000).
6.4.2. Untersuchungen zur Kernmorphologie mit SYTO Green und Propidiumjodid
Da am Laser Scanning-Mikroskop kein Laser fr die Angereuung des
Fluoreszenzfarbstoffs H33342 zur Verfgung stand, wurde SYTO Green verwendet, um
detaillierte Aufnahmen der Kerne machen zu knnen. Die Epithelien wurden dazu 10Êmin
mit SYTO Green (1ÊµM; Stammlsung Tabelle 4) gefrbt, gewaschen und anschlie§end 6Êh
mit PI (5Êµg/ml) in 2Êml HBSS inkubiert. Zustzlich wurden entweder 50ÊµM H2O2, 50ÊµM
Cisplatin oder 1ÊmM Gentamicin zugegeben, um die Schdigung auszulsen. SYTO Green
wurde mit dem Argon-Laser bei 488Ênm angeregt und die Fluoreszenz mit einem Band-
Passfilter (505 Ð 550Ênm) detektiert; PI wurde mit dem Helium-Neon-Laser bei 543Ênm
angeregt und die Fluoreszenz mit einem Long-Pass-Filter ³560Ênm aufgezeichnet. Die
Einstellungen fr die Laserintensitt und den digitalen Imagingproze§ wurden fr jeden
Versuchsansatz mit der LSM-Software ãExpert ModeÒ optimiert. Darber hinaus wurden
einige Epithelien mit Calcein AM beladen, um das Cytosol anzufrben. Da beim Zelltod die
Plasmamembran permeabel wird, kann PI in die Zellen und damit in den Zellkern
eindringen, gleichzeitig leckt Calcein AM zusammen mit dem Cytosol aus der Zellen aus, so
dass die Farbstoffumverteilung den Zelltod anzeigt. Die Calceinfluoreszenz (Stammlsung
Tabelle 5) wurde mit den gleichen Einstellungen detektiert, die auch fr die
Fluoreszenzmessungen mit SYTO Green verwendet wurden.
6.4.3. Nachweis eines mitochondrialen Permeabilittsbergangs mittels Umverteilung
von Fluoreszenzfarbstoffen
Bei der MPT wird in der inneren mitochondrialen Membran eine durch CsA
hemmbare Pore geffnet, durch die ein Stoffaustausch zwischen dem Cytosol und der
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Abb. 34
Tetramethylrhodamin-methylester (TMRM)
mitochondrialen Matrix zustande
kommt. Um diesen Vorgang am Laser
Scanning-Mikroskop sichtbar zu
machen, wurde in der Arbeitsgruppe von
J. J. Lemasters eine Methode entwickelt,
bei der die Zellen mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Calcein AM, das
in Zellen mit intakten Mitochondrien
ausschlie§lich cytosolisch lokalisiert ist,
und TMRM, das sich in Mitochondrien
mit einem intakten Membranpotenzial anreichert (Abb.Ê34), beladen werden (Nieminen et
al., 1995; Lemasters et al., 1999b). Durch das ffnen der Pore whrend der MPT verliert das
Mitochondrium sein Membranpotenzial, so dass TMRM aus den Mitochondrien austritt,
whrend Calcein durch die Pore in die mitochondriale Matrix diffundiert. Diese
Indikatorumverteilung kann mittels Laser Scanning-Mikroskopie verfolgt werden. In
unseren Versuchen wurden die Epithelien 30 min mit Calcein AM (1ÊµM), SYTO Green
(1ÊµM) und TMRM (500ÊnM) gefrbt und anschlie§end zweimal mit HBSS gewaschen. Die
Stammlsungen der Fluoreszenzfarbstoffe sind in Tabelle 4 angegeben. Die Epithelien
wurden dann 6Êh mit TMRM (100ÊnM Erhaltungsdosis) und PI (5Êµg/ml) in 2 ml HBSS
inkubiert. In den Schdigungsanstzen wurde zustzlich 1ÊmM Gentamicin in den Puffer
gegeben. Calcein und SYTO Green wurden mit dem Argon-Laser bei 488Ênm angeregt und
die Fluoreszenz unter Verwendung eines Band-Pass-Filters (505-550Ênm) detektiert; PI und
TMRM wurden mit dem Helium-Neon-Laser bei 543Ênm angeregt und die Fluoreszenz
mittels eines Long-Pass-Filters (³Ê560 nm) aufgenommen. Es wurden mindestens alle 30
min Bilder aufgezeichnet. Die Einstellungen fr die Laserintensitt und den digitalen
Imagingproze§ wurden fr jeden Versuchsansatz mit der LSM-Software ãExpert ModeÒ
optimiert.
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Reduktion von Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) durch Superoxidradikal-Anionen (O2
.-) zu
Formazan
6.5. Sonstige Messmethoden
6.5.1. Nachweis des Superoxidradikal-Anions durch Reduktion von
Nitrotetrazoliumblauchlorid
Bei der Reduktion von Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT) durch Superoxidradikal-
Anionen (O2
.-) entsteht ein wasserunlsliches, farbiges Formazan, das sich am
Entstehungsort ablagert (Abb. 35; Pick, 1986; Romero et al., 1997; Rauen et al., 2000). Wir
haben diese Reaktion genutzt, um die Entstehung von O2
.- in den Zellen des
neurosensorischen Epithels qualitativ nachzuweisen. Epithelien wurden mit 1 mg NBT pro
ml HBSS inkubiert, zu dem in der Schdigungsgruppe 50ÊµM Cisplatin oder 1 mM
Gentamicin zugesetzt wurde. Nach 1/2, 1, 2 und 4Êh wurden die Epithelien an einem inversen
Fluoreszenzmikroskop im Durchlicht untersucht und fotografiert. Um zu berprfen, ob
Gentamicin die Reduktion von NBT durch O2
.- direkt hemmt, wurde in einem zellfreien
Phosphatpuffer die Reduktion von NBT durch O2
.- gemessen. Das O2
.- wurde von einem
System aus der Xanthinoxidase, Hypoxanthin, und Katalase produziert, dem in einem
Ansatz zustzlich Gentamicin zugefgt wurde (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6: O2
.--produzierendes System in Phosphatpuffer
Substanz Konzentration
di-KaliumhydrogenphosphatÊund
Natriumdihydrogenphosphat 100 mM
Xanthinoxidase 100 U/ml
Hypoxanthin 5 mM
Katalase 500 U/ml
6.6. Statistik
Alle Experimente wurden viermal mit Zellen von verschiedenen Tieren durchgefhrt.
Unterschiede in der Vitalitt der Zellen zwischen der Versuchsgruppe und der
entsprechenden Kontrollgruppe wurden mit dem gepaarten StudentÕs t-Test auf ihre
statistische Signifikanz geprft. Ein p-Wert von kleiner als 0,05 wurde als signifikant
angesehen. Die angegebenen Werte sind MittelwerteÊ±ÊStandardabweichung. Die
dargestellten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen und die in den Abbildungen
gezeigten Kurvenverlufe sind reprsentativ fr alle entsprechenden durchgefhrten
Versuche.
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8. Anhang
8.1. Abkrzungsverzeichnis
DYm mitochondriales Membranpotenzial
¥OH Hydroxylradikal
2,2«-DPD 2,2«-Dipyridyl
4,4«-DPD 4,4«- Dipyridyl
ACC N-Acetylcystein
AIF Apoptose induzierender Faktor
ATP Adenosin-5-triphosphat
CIP chelatisierbarer Eisenpool; engl. chelatable iron pool
CO2 Kohlendioxid
CsA Cyclosporin A
DFO Deferoxaminmesilat
DHB 2,3-Dihydroxybenzoesure
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleinsure; engl. acid
DTPA Diethylentriaminpentaessigsure
ESR Elektronen-Spin-Resonanz Spektrometrie
FeII/III Eisenionen des bergangspools
GSH Glutathion (reduziert)
GSHe Glutathionethylester
GSSG Glutathion (oxidiert)
H2O2 Wasserstoffperoxid
H33342 Bisbenzimid
HBSS HanksÕ Balanced Salt Solution
HC Hensen-Zellen
HEPES 2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl]-ethansulfonsure
IHC innere Haarzellen
LSM Laser Scanning-Mikroskop
MPT mitochondrialer Permeabilittsbergang; engl. mitochondrial
permeability transition
NBT Nitrotetratzoliumblauchlorid
O2 Molekularer Sauerstoff
O2
.- Superoxidradikal-Anion
OH- Hydroxylion
OHC u§ere Haarzellen
PG SK Phen Green SK Diacetat
PI Propidiumjodid
ROS reaktive Sauerstoffspezies; engl. reactive oxygen species
SOD Superoxiddismutase
TMRM Tetramethylrhodamin-methylester-perchlorat
TUNEL-Methode terminal deoxynukloetidtransferase mediated dUTP-fluorescein
nick-end labelling-Methode
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